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緒言
医薬品に対するヒトの反応性には大きな個体差が存在する ｡･この原因として , 薬物に対する 生体の 感受性
もさる ことなが ら薬物体内動態め個体差が大きな影響を与えると考えられてい る ｡ 生体に投与された薬物は ､
分布､ 代謝､ 排滑の過程 を経て体外 へ 排滑されるが､ これらの過程の 中では薬物代謝が最も大きな個体差 の
原因とされて いる (i)o 薬物代謝には種々 の 酵素が関係してい るが ､ 中で もチトク ロ ム P 450(cyto chl- Ome,
p 450;CYP) は基質となる医薬品の 数が極めて多数に渡るという点で 最も重要な薬物代謝酵素である と考え
られてい る ｡
c ypは分子量約 50,000の ヘ ムタ ンパ クであり､ 基質特真性や種特異性などの異なる多くの分子種が存在
する o C YPは 一 つ の遺伝子ス ー パ ー フ ァ ミリ - を形成しており､ 遺伝子の相同性か らい くつ か の フ ァミ リ ー
に分類され ､ それぞれの フ ァ ミリ ー はさらに複数の分子種から構成されるサ ブフ ァ ミリ
- に細分類され て い
る (2)｡ こ の うち10種以上の 分子種 (CY P I A l, CY PIA 2, CY P 2 A6,CYP2B 6, C Y P2C 9, CY P2 C 19, C Y P2 D6,
cyp 2 E l, CYP3A 4, CY P3A5, CY P3A 7etc.) がヒトの薬物代謝に関与するこ とが確認され て い る (3)o CYP
は生理的因子 (年齢､ 性別 ､ 疾患など) や環境因子 ( 併用薬､ 喫煙, 食事な ど) により影響を受ける ｡ しか
し､ 薬物代謝の個体差の 原因としては潰伝的因子が最も重要であり､ C YP の遺伝的多型性が主要な疲割を果
たして い る｡
最初に潰伝多型の存在が明らか にされた薬物代謝反応は血圧降下薬であるデブリ ソキンの 4 位水酸化反応
である (4)｡ つ いで ､ KtipferとPreisig(5) により､ デブリソキンの 4位水酸化反応とは異な る遺伝多型が
抗てんかん薬であるメフ ェ ニ トイ ン (MP) の代謝に存在するこ とが報告された｡ MP には R とSの光学異性
体が存在するが､ S- M Pの 4'位水酸化 (4:-hydrox ylatio n) には代謝能が低い po or metabolizer(PM) と正
常な代謝能 を有する exte n sive m etabolizer(E M) の 二 つ の フ エ ノタイ プが存在する ｡S- MPの PM に MP(ラ
セミ体) を投与する と､ 尿中にはS- M Pの主代謝物である4
'
位水酸化体 (H - MP) は ほとん ど検出されず (5,
6)､ S- MP の経口クリ7
'
ラ ンス は EM の 100分の 1以下と著しく低値を示す (7)o また ､ P M の形質はメ ンデ
ルの常染色体努性遭伝形式に従い努性形質と して遺伝するこ とが明らか にされて いる (8, 9)0 PM の 頻度に
は大きな人種差が存在 し､ 日本人を含む釆洋人ではS- M PのP Mの頻度 が18 - 23% (10,ll, 1 2) と欧米白
人種の 2 - 6 %(5,6, 10, ll, 13-15) と比較 して著しく高い . 従 っ て ､ S- MP の遺伝多塾は我が国において
医薬品の 開発あるいは薬物治療の 適正化を進めるうえで重要な要因で ある と考えられて いる ｡
s- M Pの 遺伝多型に関係するS- M Pの 4
'
- hydro xylatio nには , C YP2Csubfami1y に属する分子種が関与す
ると考えられてきたが (16, 17)､ CYP2C subfamily を構成する分子種 (C YP2C8､ CY P 2C9, CY P2CIO､
cy p 2C1 8､ C YP2C19) のVlずれがS- MP の 4Lhydr o xylatio nの主要代謝酵素として関与する か につ い て は
長い 間不明であっ た (18
- 2 2)o しか し､ 1 994年 Goldstein らにより CY P 2C19 がS- MP の 4- hydr o xylation
に関与する主要な代謝酵素である ことが報告され (23)､ S- M Pの 遺伝多型との関係が明らか にされた ｡ さら
に同じ頃､ C Y P 2 C 19 をコ ー ドする Cy P 2C19wt遺伝子 (CYP2C19串1) の ex o n5申68 1番目の グア ニ ンが
アデニ ン に変異したCI P 2C191nl(CYP2C19*2) 遺伝子が発見された (2 41)o こ の遺伝子変異は欧米白人種
と東洋人の両方に存在し､ S
- M PのPM の約75 - 85%に認められてい る｡ また､ 日本人ではex o n4中636
番目の グアニ ンが アデニ ンに変異した CY P 2C19m 2(CY P 2C19*3) 遺伝子も認められてお り､ こ の 2種の遺
伝子変真により SI M P の PM が説明されてい る (25, 26)o しか しながら､ 欧米白人種で は C W
'2C1 9ml と
cI T 2C19m 2だけでは SI M Pの PM が説明できず, これら以外の遺伝子変真がP Mの原因とな っ てい る可能
性も示唆されて い る (25) ｡
cy p2C19 が医薬品の代謝に関与す考場合 ､ S- M Pの遺伝多型に関係した薬物動態の大きな個体差が生じる
ため , 医薬品の代謝にC Y P2C19 が関与するか否かを明らか にする ことは重要であるo 現在まで にS- MP の
遺伝多型が関係すると報告されて n る薬物は､ へ キソパル ビタ ー ル (2 7, 28)､ プロプラノロ - ル (29)､ ジ
ァゼバ ム (30- 3 2), イミ プラミン (33-35)､ プロ グアニ ル (36, 37)､ アミ トリプチ
ー
リン (38)､ カリソプロ
ド - ル (39)､ オ メプラゾ - ル (OPZ)(40)､ メホバルビタ ー ル (M P B)(41) およびシタロ プラム (CIT)(42)
で ある o これ らの薬物の うち ､ OPZ, MP Bお よびCITにつ いてはJ
'
n vlv oでの報告によりS- MP との 関係が
示唆され て い るもの の1n vlt
･
r oで の詳細な検討は行われて いな い.
本研究で は､ ヒトにおける O PZ､ M P BおよびCITの代謝をヒ十肝ミク ロソ - ムを用いた1n vltr oの 系およ
びフ エ ノタイプ既知の健常人を対象とした1n vlvo の系に 糾 1て検討を行い ､ 以下の こ とを明らか にした
'
o
1. C Y P2C 19 が O PZの 5-hydr o xylatlo nに主な代謝酵素として関与 しており､ O PZの体内動態 にはS- MP
の 遺伝多型が大きく関係する こ とを明らか に した Q ( 第Ⅰ章) o
2. cyp 2C19が R- M PBの4- hydro xylation に主な代謝酵素として関与しており , CYP2C19 によるR- M PB
の立体選択的な 4- hydro xylatlon が S- MPの EM において R- MP BとS- M P Bの体内動態が著 しく泉な
る主な原因である こ とを明らか にした (第Ⅱ章) 0
3, cITの N -dem ethylatio nにおける CYP2C19の関与は低く ､ CYP3A4が主な代謝酵素として関与してい
る こ とを明らかに した (第Ⅲ章) 0
第Ⅰ章 オメプラゾ - ル の代謝
序文
o p zはベ ンズイミダゾ - ル骨格 を有し､ 胃壁細胞の プロ トンポンプ (H
＋/K＋ - A T Pase) を選択的に阻害す
る こ とにより胃酸分泌を抑制する抗潰療薬である (43- 45)｡ プロ トンポンプは胃酸分泌の最終機構である た
め ､ OPZ は胃酸分泌に関与するすべ ての刺激物質 (ヒスタミ ン､ アセチル コ リ ン､ ガス トリン) による生理
的胃酸分泌 をも抑制するo 従 っ て､ ヒス タミ ンによる胃酸分泌機構の みに括抗する H2 - blocker が無効な胃
潰癌､ 十二 指腸潰療にも有効であり (46)､ これまで薬物によりコ ントロ ー ル し得なか っ た Zollinger - Ellison
症候群 (4 7) や逆流性食道炎 (48) に対して も著名な効果を示す｡
オメプラゾ - ル (O PZ) は肝でほ ぼ完全 に代謝され, 未変化体は尿中および糞中 へ はほとん ど排壮されな
い (49)｡ ヒトにお ける主要代謝経路はビリジン環5位の メチル基の水酸化 (5-hydroxylatio n) とS原子の
酸化 (sulfo xidatio n) であり, それぞれ5位水酸化体(rトO P Z) とス ルホ ン体 (O P Z- SF N) を生成する (50,
51)o また､ S原子の還元 によるスル フィ ド体 (51, 52)およびH - OPZの水酸基が さらに酸化 されたカルポ
ン酸体 (53) も血洗および尿中代謝物としてそれぞれ同定されてい る (図卜1) 0
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ヒ ､卜における O PZ の体内動態には著 しい個体差がみられ, 消失半減期 (tl/2) の長い slo w rnetab亡,1izer と
tl/2の短い r apid m etabolize rが存在する (54
- 56)o Ande rss o nら (40) は ､ O P Zの slo w m etabolizerが
s- MP の PM である事を明らか にし､ 間接的に OPZ の代謝とS- M P の遺伝多型との関係を示唆したo しか し､
ヒトにお ける O PZの どの代謝経路にC YP2C19が関与してい るか は明らかでない ｡ そ こで ､ O PZの主要代謝
径路である5-hydro xylation およびs ulfo xidation に つ いて ヒト肝ミク ロ ソ
- ムにおける代謝活性測定法を
確立し(第1節)､ O P Z の代謝 とS- MPの 4
'
- hydroxylatio nの 関係につ い て ヒト肝ミクロ ソ - ム を用い た In
vl
･
tI-0 の系によ り検討 を行っ た (第2 節) . さらに､ 血中における O P Zおよびその主代謝物である H - O PZ
とO P Z- SF Nの同時測定法と尿中における H- O PZの測定法を確立し (策3節) ､ そ の 方法を用い てフ エ ノ
タイ プ既知の 健常人男性 16名 (EM 群8名､ PM 群8名) を対象に O PZ20 mg を服用させ ､ OPZ とその代
謝物 (H - OPZ, O P Z-SF N) の血中動態および H- OP Z の尿中排継率につ いて 比較検討した (第4節) o
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第 1節 ヒト肝ミクロ ソ - ムにお けるオメプラゾ - ルの代謝活性測定法の確立
第1項 実験材料お よび実験方法
試薬
オメプラゾ - ル (O P Z) は藤沢アス トラ(大阪)より､ O P Z の スルホ ン体 (O P Z- S F N) は藤沢薬品工業(大
阪) より , OPZの 5位水酸化体 (H - O PZ) は Astr aHassle (スウ ェ ー デン) より贈与されたもの を用いた ｡
グル コ - ス 6- リン酸 (G 6- P)､ グル コ ー ス 6- リン酸脱水素酵素 (G 6- PD H)､ N A D P
十お よび H PLC規格の
アセ トニ トリル とメタノ - ルは和光純薬工業 (大阪)より購入 した o 他の試薬はすベ て市販の もの を用い た o
ヒト肝ミ クロ ソ - ム の調製
ヒト肝ミクロ ソ - ム の調製に用いたヒト肝組織は ､ 国立国際医療セ ンタ - 外科 において大腸ガンの肝転移
等によ り 一 部切除手術を行っ た患者の肝標本か ら病理検査に支睡の ない 正常部分より得た 凸 肝組織は切除後 ､
直ちに液体窒素に入れ､ ミクロ ソ - ム の調製まで - 80 ℃で保存したo なお､ 上記切除手術組織は肝炎等感染
症の ない もの を用い ､ そ の研究目的で の使用は国立国際医療セ ンタ ー の施設内審査委員会で事前に承認され
た｡
ヒト肝ミク ロ ソ - ムは以下の方法により調製したo まず､ 得られた肝臓 を締切 した後､ 4倍容量の 5 0m M
リン酸ナトリウム緩衝液 (pH7.4) および0.1 mME DT Aを含む生理食塩水 (A 液) を加えてホモ ジナイズ
したo 9,000gで 20分間遠心 した後 に上滑 を採取し､ 100,000g で 1時間の遠心を行っ たo 得られた沈殿
画分 (ミク ロ ソ - ム) を A 綬で洗い ､ 0.1M リン酸ナ トリウム緩衝耽 (pH7.4) と0.1 m M E DT Aを含む生
理食塩水に懸濁させて 二80 ℃で凍紡保存した｡
酵素の失括を抑えるために､ これらの 過程はでき るだけ迅速に水冷下または 4℃で行っ た｡ 得られたミク
ロ ソ - ム の蛋白渡度はLow ryらの方法 (57) に従っ て定量したo
opz の5- hydro xylatio nおよび sulfoKidatio n活性の測定
3- 1 サンプル調製
ヒト肝ミクロ ソ - ムにおける O P Z の5- hydroxylation およびs ulfoxidation 活性を測定する ための反応溶
液 (最終容量 250pl) は以下に挙げる組成の もの を用いた .
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･ ミ ク ロ ソ - ム
･ 0.1IlM E D T A
･ o.1 M リ ン酸カリウム緩衝液 (pH 7. 4)
･ NA D PH 生成系
･ o pZ(基質)
opzはメタノ - ル溶液として必要量を試験管に取り､ V C
-360型遠心式渡縮器 (大洋化学工業, 釆京) 香
用いてメ タノ - ル を40 ℃減圧下で蒸発乾固させた o 基質を反応溶液中に溶解させ るため , 1 mM E DTA25FLl､
o,5 M リン酸 か+ウム緩衝液 bH 7.4)50トLl および再蒸留水 125ulを加えて撹押し､ 20秒間の道営波処
理 を施したo ミ クロソ - ムを加え37℃ の恒温漕申で 1分間の 加温振逸を行っ た後､ NAD P H生成系 25pl を
加 える ことにより反応を開始した o 3 7℃の 恒温漕中
一 定速度で振鞄させた後 ､ 氷冷したアセトニ トリル 100
ul を加える ことにより反応 を停止 させたo 反応停止後､ 内部標準物質のメタノ
- ル溶紋 50plを添加した o
撹搾後 ､ 遠心 (1,610g､ 10 min) を行い ､ その上滑をさらに遠心 (10,000g､ 5 min) し, 上滴 50山 あ
るい は 100LLl を代謝物の定量に用い た｡ なお, NADP H 生成系は､ 30m M N ADP
＋
､ 60Ⅰ･ U･/miG -6- PDH､
60mM G -6- P､ 1 20 m M MgC12 を2 : 2 :1: i(Ⅴ/v) の 割合で混合したもの を37℃ の恒温漕中
一 定速度
で3分間振返させたもの を用いた｡
3-2 H - OPZ お よび OPZ- SFN の定量
o p z の5位水酸化体およびスルホ ン体であるH- O PZ お よび OPZ- SFN はH P LC- U V 法によ り測定した o
H P LC装置は レ600型ポンプ､ I; 4 0 0型UV 検出器, AS- 2000型オ - トサンプラ
-
､ D - 2500型タロ々
トデ ー タ処理装置 (日立製作所, 釆京) を用いたo 移動相には50m M リン酸カリウム綬衝液 (pH 8.5)とア
セトニ トリル を80:20(Ⅴ/v) の割合で混合したもの を脱気させ て用い∴流速は1.2 mi/min としたo カ ラ
＼
ムは CA P C E L L P A KC1 8 SG 120(粒径5pm ､ 4.6× 250 m m, 資生堂, 釆京) を用い ､ カ ラム温度は恒温
漕を用いて 30℃ 一 定としたo 剖定は 302 nm をモ ニ タ ー する ことにより行っ たo 内部標準物質にはフ ェ ナ
セチ ン (50Llg/ml) を用いた o
3-3 検量線の作成
検量線用サンプルの 調製は既知量の H - O PZお よび O P Z- SFN(メタノ ー ル溶液)壷試験管に取りメタノ -
ル を減圧下で蒸発乾固させ , 前述のサンプル調製法 (Ⅰ - ト1-3- 1) に従 っ て ､ 加温技塾する こ とな く調製し
たo 検量線は内部標準物質に対する H- O PZおよび O PZ- SFN の ピ ー ク高さ比をそれぞれ最小二乗法により
直線回帰して得た｡ この検量線によりサンプル中の H- OPZおよびOPZ-SFNを定量し､ 生成したH- O PZ お
よび O PZ- SF N の生成速度 (n m ol/min/m g) を O PZの 5- hydr o xylatio nおよび sulfo xidatio n括性とした o
l l
4 反応時間お よび蛋白洩度に関する検討
ヒト肝ミクロ ソ ー ムにおける OPZの 5- hydr o xylatio nお よびsulfoxidatio n活性を測定するにあた り､ 反
応時間お よび蛋白濃度が直線性を示す範囲を検討した ｡
反応時間につ い て は ､ 蛋白濃度 を 0.1 m g/ml とし0､ 15､ 3 0､ 4 5､ 60および90分 の各反応時 間にお け
る H - OPZおよび O P Z- SF N の生成量を求めた o また､ 蛋白濃度 につ いて は反応時間を2 0分とし0､ 0.05､
o.1､ 0.15およびo.2 m g/miの各蛋白濃度における H - O PZおよび O PZISF Nの 生成量を求めたQ これ らの
検討には ､ 100LLM の O P Zを基質に用 いたo
日 内変動の検討
ヒト肝ミクロ ソ - ムにお ける O PZ の5- hydroxylationおよびsulfo xidatio n活性の測定にお ける 日内変動
につ いて は､ 100LLM の OPZ を基質とし､ 0.1 mg/mlのミクロ ソ - ム を20分間反応させ た時の O PZ の5-
hydr oxylatlo nおよびs ulfoxidatlo n悟性をn - 6 で測定する こ とにより変動係数 (%) を求めた ｡
回収率の検討
ミク ロ ソ - ム蛋白を含む反応溶液にアセ トニ トリルを添加して蛋白除去を行う際の H 1 0 PZ､ O PZ- SF Nお
よびフ ェ ナセチ ン (内部標準物質) の絶対回収率を求めるために､ 0.2 mg/mlの ミク ロ ソ - ム と既知濃度の
上記薬物を添加 した反応溶液にアセ トニ トリル を添加して茸白を除去 した後に得られた各薬物の ピ ー ク高さ
を移動 榔こ溶解させた同濃度の各薬物よ り得られたピ ー ク高さと比較した｡ H - OPZ お よび O P Z- SF N の最終
濃度はそれぞれ 1LLM とし､ フ ェ ナセチ ンの 最終濃度は 40トL入庫とした o
1 2
第2項 実験結果
タ ロ マ トグラム
図 卜2 に O PZ を添加せ ずに反応させ たプランタ試料 (A), ブラ ンク試料に 既知塵の H
- OPZおよび
opz-sF Nおよび内部標準物質 として用い たフ ェ ナセ チ ンを添加 した試料(B)､ N AD PH生成系存在下で ヒ
ト肝ミク ロ ソ - ム を OPZ と反応させた試料 (C) のク ロ マ トグラムを示 した｡ 各薬物の保持時間は H
- OPZ､
opz-sFN､ フ ェ ナセチ ンの順に5.4､ 7.7､ 10.4分であっ た, また､ H
- O PZ､ OPZ-SFNおよびフ ェ ナセ チ
ンの 測定を行う上で問題 となる ピ - クは存在せず, それぞれの ピ ー クは完全に分離されたo また､ N A D P H
生成系非存在下で は H - OPZ とOPZ- SFN の生成は認められなかっ たo
A
2
3
a a
10
､
1 5 o 5 10 1 5
Tim e (m J
'
n)
之
3
5 10 15
Fig･ I ･2. Repre s e ntative chro m atogra ms obtain ed fro m;thein c ubatio n mixtu reincubated withoutOPZfo r
20 mid(A);thein cubatio n mixture spiked withO･3
,
n m ole a ch of H- O P Z
･
O P Z-S FNa ndphe n acetin(LS.)(B);
a nd theincubatio nmixtu rec ontaining0.2 mg/rTIofmicro s om es andl O OIJM O P Zwhjch w asinc ubated for2 0
min (C). pe aks: 1 ≡ H- OPZ (5-hydroxyom epra z ole); 2 = O P Z-S FN(o m epra z ole sulfone); 3 = l･S･
(phen a cetin);4= O P Z(o mepraz ote).
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2 検量線
最終濃度0･05 から1LLM の範囲で作成したH - OPZ お よび O PZ-SFN に関する検量線の相関係数はい ずれ
も0･999以上 であり, 良好な直線性が得 られたo また , 反応溶液中の H- O PZ お よびo p z- s F N の検出限界
はい ずれ も25 nM であ っ たo
3 反応時間お よび蛋白濃度
OPZ 10 0tlM と蛋白濃度0･1 m g/mlの ミク ロ ソ - ムを反応させた時､ ”- OP Z の竺成量は 45分まで直線
的に増加 した (図 ト3A)a O P Z-SF N の生成量は 1
1
5分以降直線性が低下するもの の ､ 30分までは直線性に
近い関係を示 した ( 図卜3 C)o 軍自演度につ いて は, O PZ100pM を20分間反応 させた時, H - O PZ および
OPZ- SFN の生成量の いずれもが0.2 m g/rhl_まで直線性を示 した.(図卜3Band D)o これらの 結果に基づ き
ヒト肝ミク ロ ソ - ム にお ける O P Z の5- hydr o xylation およびs ulfoKidation 活性の軸定は反応時間 を20分､
蛋白濃度を0.1 あるV)は 0.2 m g/mlとして行っ たD
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臼内変動
ヒト肝ミクロ ソ - ムにお ける OP Zの5- hydr oxylatlonおよびs ulfo xidation 活性の測定におい て ､ 変動係
数はそれぞれ8.2お よび1 2.8 % と良好であっ た｡
回収率
反応溶液中からの H - O PZ､ O PZ
- SF Nおよびフ ェ ナセチ ンの回収率は､ それぞれ 102･1､ 1･02･2 およ び
102.1% といずれ も良好な値を示した ｡
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第3項 考察
今回確立 したH PLC- U V法による OPZ の代謝活性測定法畔､ 反応溶液にアセ トニ トリルを添加するこ と
によりミクロ ソ - ム蛋白を変性させ沈殿除去 した上清を HP LC試料とする 簡便な方法であるo 本法により得
られた クロ マ トグラムには H - OP Z､ O P Z-SF Nおよびフ ェ ナセチンの測定を妨害する ピ - クは存在せず ､ そ
れぞれ の ピ ー クは完全に分離されたo また､ 試料を HPLC に注入 した際にもカラム圧が上昇する ことはなか
っ た｡ これ らの結果より､ OPZ の代謝活性を測定するための HP LC試料の調製法として ､ アセ トニ トリルの
添加は ヒト肝ミク ロ ソ - ム の蛋白を除去する有用な手段であると考えられ た｡
さらに , H - O PZお よび O P Z-SFN の検出限界は25 nM と低く､ ヒト肝ミクロ ソ - ム における O P Z の5-
hydroxylation および s ulfoxidation 活性を測定する うえで 十分な感度であっ た o また ､ H - O P Zおよ び
OPZ-SF Nの 回収率および日内変動も良好であっ たo本法は有機特殊による抽出や団相抽出に比較してH PLC
試料の調製に要する時間が短い こ
.
とから ､ 多くの試料を短時間で処理する ことが可能である o
以上 の こ とより､ 本法は感度､ 再現性お よび簡便性の点で ヒト肝ミク ロ ソ - ムにおける O P Z の代謝研究に
有用な方法である と考えられた｡
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第2節 ヒト肝ミク ロ ソ - ムにおけるオメプラゾ
- ルの代謝
第 1項 実験材料お よび実験方法
試薬
メフ エ ニ トイ ン (M P) とそ の 4､位水酸化体(H- MP) はBerne Unive.rsity (ス イス) の Kiipfer より寄
贈されたもの を用いた o フ エ ノバ ル ビタ ー ル (P B) は大日本製薬 (大阪)より提供された もの を用いた o ウ
サギ抗ヒ トCY P2C 抗血清と正常ウサ ギ抗血清は北海道大学の鎌掩博士およぴ北田博士 より笥潤 され たもの
を用Vlた｡ 他の試薬は第1節と同じ方法で入手したもの ､ もしくは市販の もの を用いたo
2 S- MP の 4
'
- hydroxylatio n括性の測定
2- 1 サンプル調製
･s- MP の 4, - hydro xylatio n括性の測定に用いたサ ンプル は､ S- M Pを基質とする以外は前述した方法 (Ⅰ
- i- 卜3- 1) に従 っ て調製 したo S- M P はYasum o rl らの方法 (2 8) に従い ､ M P(ラセミ体) を光学異性体
分離カラム (Chiralce10 J､ 粒径 10um ､ 4.6× 2501n m ､ ダイセル化学工業､ 釆京) によ.っ
て 分取 して得た ｡
得られたS- MP中に含まれ る R - MP は0.58 %以下であっ たo
2- 2 H- M P の定量
s - M P の 4偲水酸化体で ある‡卜M Pは H P L C- U V 法により測哀した oH P LC装置は第 1節と同じもの を用
いた ｡ 移動相には50 mM リン酸カリウム緩衝液 (pH 4.0) とアセ トニ トリル を74 :26(Ⅴ/v) の割合で混
合したもの を脱気させて用い ､ 流速は0.8rnl/min としたo カラム はCAPC EL PAKC18A G120 (粒径5LL m､
4.6× 250m m ､ 資生堂 ､ 来京) を用い ､ カラム温度は恒温漕を用Vlて 30 ℃ 一 定としたo 測定は204 1 un を
モ ニ タ ー する こ とにより行っ た o 内部標準物質には PB(2 pg/ml) を用い たo
2-3 検量線の作成
検量線は25 - 100ng/miの H - MPに つ いて ､ 前述の H
- O PZおよびOPZ- SF N と同様に ピ - ク高さ比法に
よ り 作成 し た D こ の 検 量線 に よ り サ ン プル申 の H
- M P を定量 し､ 生 成 し た H - MP の生成 速 度
(pl¶01/min/n lg) をS- M P の4
'
- hydr oxylation 悟性 とした ｡
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速度論パ ラメ - 夕 - の算出
O PZ の5-hydrox ylation および sulfo xidatio n宙性の測定には ､ 2.5, 5､ 7.5､ 10､ 15､ 2 0､ 3 0､ 40､
80､ 1 20､ 200､ 30 および40 0LLM の O P Zを基質として用 いたo 蛋白濃度は0.2 m g/mi､ 反応時間は2 0
分とした｡
S- M Pの 4' - hydroxylation 活性の測定には , 25､ 50､ 100､ 200お よび4 0 LLM のS- M Pを基質として用
い た o 蛋白濃度は0.1あるいは0.2 m g/ml､ 反応時間は60分とした o
最大反応速度 (Vm ax) とMicha elis定数 (Em) はEadie - Hofste eplot から求めた (58)cEadieヰ1ofste e
plotが直線性を示した場合の kinetic par am eter(V m ax, Km) は以下の 式 (1) に従い , 最小 二 乗直線回帰
により求めた ｡
V m ax ･ [S]
V =
‾
一 一 - I - - n ‾ - - - -
K m ＋[S]
Ⅴ : 酵素反応速度
[S]: 基質濃度
V m ax : 最大反応速度
Km : Micba elis定数
(1)
Eadie- Hofste eplotが曲線を示した場合 には酵素反応に高親和性および低親和性の 2種の 酵素が関与して
いる と仮定 し (59)､ それぞれのklnetlc param eter(V m a xl, Km l､ V m ax2, K m 2) を以下の 式 (2) に従
Vl､ 非線形最小二 乗法により求めた (60)a
V m axl ･ [S] V m ax2 ･ [S]
Ⅴ - - - - - - - - -
-
-
- - ＋ - - - - - - - - - - - - - -
K m l 十[S] Km2＋[S]
Ⅴ : 酵素反応速度
[S]: 基質濃度
V m axl: 高親和性成分の最大反応速度
Kml: 高親和性成分の Micba elis 定数
V m a x2: 低親和性成分の最大反応速度
Km2: 低親和性成分の Michaelis 定数
(2)
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4 0 P Zの 5
- hydro 町Iatio n悟性にお よぼすS
- M P の影響
5､ 10 お よび15pM の OPZ を基質としS
- M Pを0､ 0･125､ 0･25､ 0･51 0･75および1･O m M の各洩度で
を 削口した時の O PZ の5
- hydr oxylation 活性を測定し, Line we ave rBu rkpl()tより阻審様式を調べ たo ま
た､ その 阻害定数 (Ⅰく=直)は Dixon plotにより求めた (61)o
s- MP の 4
,
-hydr oxylatio n油性におよぼす OPZお よびOPZ
- SF Nの影響
100､ 200お よび4 0 0pM の STMP を基質とし､ OPZある” は OPZ
-SFN を0､ 5､ 10､ 25､ 50および100
pM の各港度で を添加した時の S
- MP の4, - hydro xylation 悟性を測定し､ Linew eavel
･
-Burk plot より阻審
様式を調べ た o また､ そ の阻害定数 (氾 値) は Dixo nplotにより求めた (61)o
6 0PZの 5- hydroxylatio nお よび s ulfoxidatio n括性におよぼすウサギ抗ヒトC YP2C抗血清の影響
I 0PZ およびNADPH 生成系を含まない反応溶液中にウサギ抗ヒトC YP2C抗血清あるい埠ウサギ正常血清
をミ クロ ソ - ム蛋白1 mg あたり0 - 40 pl添加し, 室温で30分間放置したo 25pM の OPZ と N A DPH生
成系を加えた後､ 37℃の 恒温漕中で反応させ O PZの 5
-hydr oE ylation および s ulfoxidatio n 活性を測定し
た o なお ､ ウサギ抗ヒトCYP2C抗血清はS- M Pの 4
'
- hydr o xylatio n活性を90 %以上阻審するもの を用い たo
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第2項 実験鰭果
1 0PZの 5- hydroxylation およびs ulたⅨ1dation とS
- MP の 4' - hydr ox ylation に関する速度論パ ラメ ー タ
14種の 異なる ヒト肝ミクロ ソ - ム に つ いて ､ 2.5 - 400ドM のO P Zを基質と した際の 5
- hydr o xylation お
よびs ulfo xldation 悟性を検討した｡ 得られたEadie- Hofste eplots はいずれ も曲線を示 した (図卜4)o こ
れらの結果か ら､ O PZ の5-hydroxylatio nおよびs ulfoxidatio占にはいずれ も複数の ミク ロ ソ - ム酵素が関
与 して い る こ とが示 唆されたo
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Iiver microso m e s. V, v e一ocityofm etaboJitefo r m atio n;S, s ubstr ate c o nce ntration･
そこで , 前述 した式 (2) の解析法に基づきkinetlcparam eter(Kml, V m axl, K m2, V m ax2) を求めた (表
1) ｡ そ の循果 ､ OPZの 5-hydr ∝ylation に関する K m は高親和性成分が低親和性成分 に比較 して低値を示
し (Kml - 6.0± 2.4 v sK m 2 - 106土 1 2 7pM)､ Vm ax/Km は高親和性成分が低親和性成分に比較 して約5
倍高い 値を示 した Ⅳ m axl/Kml ≡ 1g.1 土 8.7 vs Vm a x2/Km2
- 2･6 j= 212 pl/m g/min)o O PZ の
s ulfo xidatio n･に関して も同様に, 商親和性成分が低親和性成分に比較して低い Km を示し (Kml - 10･2 ±
7.2 vs Km2 - 482 土47 2ドM)､ V m ax/Km は高親和性成分が低親和性成分に比較 して約4倍高い値を示 し
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た (V m ax1/K m l - 6.8 ± 3.0 vs V m ax2/Km2 - 1･7 士 1･3 pl/mg/min)o 5
- Hydroxylation 凍は び
sulfoxidation q) Vm ax に関 しては ､高親和性成分と低親和性成分の いずれに 糾 ､て もミク ロ ソ
- ム間で大き
な差が認め られた ｡
Table1. Michaelis- M ente nkineticpar a m eters of5-bydL
･
0 Ⅹylatio n a ndstllfo xidatio n ofo m eprqzolein 1 4
differ enthu m alliv ermicros o m es.
high- affinity c o mpo n ent
Pathw ay
Km 1 V m a x1 Vm ax1/Em1
仙M) (n m ol/mg/min) 紳/mg/min)
1o v-affillty co mpo n e nt
Km2 Vm ax2 Vm ax2/Km2
伽M) (nrnol/mg/min) bl/mg/min)
5- Hydro xylatio n 6･0 ±2･4
(1.0 - 9.2)
Sulfo xidatior) 10.2 ± 7.2
(23 - 25)
88.0 ±70.2
(7.9 - 2i2)
66.9 ±53.9 I
(9.9 - 210)
13.1 ±8.7
(3.0 - 30)
6.8 士 3.0
(1･8 … 13)
106±127
(17.3 - 528)
4 82± 472
(65.3 - 1645)
116±88
(17.3 - 32 3)
299±13 1
(119- 582)
2.6 ± 2.2
(0.4 - 7.5)
1.7 士 1.3
(0.2 - 4･7)
Express ed as m e a n ±S･ D･
Tl)e v alu esirlpar e nthesisindic atetherange obs er v ed･
一 方 ､ 同じ14種の と卜肝ミク ロ ソ - ム に つ いて 25 - 400pM の S
- M Pを基質と した時の4しhydr 拡ylatio n
活性を検討 した と ころ ､ Eadie - Hofste eplots はいずれ も直線性を示 したc この 糖果 より､ S- MP の 4
'
-
hydroxylation に関与するミク ロソ
- ム酵素は1種であることが示唆されたo そ こで ､ 前述 した式 (i) の解
析法に基づきkineticpara m eter(Km , Vm ax) を求めた (表2) ｡ その結果､ S
- MPの 4
'
- hydr oxylatio rlに
関する K m は 1 0 2j= 78pM と O PZ の5
- hydr ox ylation お よびs ulfoxidation の 高親和性成分に関する Km
(Kml) に比較して高い値であっ た｡ また､ S- M Pの 4
'
-hydro xylatio nに関するVm ax にはミクロソ
- ム問
で1 0倍以上の 大きな差が絡められた｡
Table2. Micha elis- Me ntenkin eticpara m eters of 4
T
-hydroxylatio n
ofS- m ephenytoi.nin 14 differe nthu m a nliv er micr os o m es･
pathw ay 品 血m .Y/
m
m3min) . 遊芸濫)
4--Hydr o xylation ぷ2～ t37.88) 6(冒;
5
～
t
1
4
,
6
3
'
)
1
(0.
1'
6
2
三.
1
.
'
2
1
,)
Expres sed as m e an ±S･ D ･
Tlle V alu e sin par e nthesisilldicatetherange obse rv ed･
2 1
OPZの 代謝 とS- MP の 4' - hydr o xylation の相関
OP Zの 5- hydr oxylatio n およ び sulfo xidation に つ いて 求め た kinetic param ete r と S- MP の 4
'
-
hydr oxylatio n七っ いて求めたkineticpara m ete rとの 相関を検討 した (図I - 5) Q
O P Z の5-hydro xylation に関するV m a xl とS- MP の 4
'
-hydr o xylatio nに関する V m a xとの 間の 捌 こ高
い相関が存在 し (rs - 0.91 1, p<0.01)､ K ml, K m 2およびV m a x2 に つ い ては相関が見 られなか っ た ｡ また､
s ulfoxidatio n に 関す る u ず れ の･kin etic param eter も
param ete rとの間に有意な相関は見られなか っ たQ
qI
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J
-
hydro xylatio n of SI M Pin1 4hu m a nJiv er mic ro s o m e s.
opzの 5- hydroxylat王on括性にお よぼすS- M Pの影響
op Zの 5-hydroxylatio nに関する高親和性成分 の Vm ax (Vm a xl) とS- M Pの 4' -hydr oxylation に閲す
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るV m ax との 間に高い 相関が存在 したこ とより (図Ⅰ
- 5) , O PZ の 5- hydroxylation の高親和性成分と S
-
MP の 4
,
- hydrox ylation は同 一 の 酵素が関与 している事が示唆されたo そ こで ､ O PZの 5
- hydroxylatio nに
高親和性成分が 70 %以上関与す ると推定された OPZの 低濃度域 (5 - 15pM) にお い て､ S
- M Pが OPZの
5-hydro xylatio n 活 性にお よ ぼす影響を検討した o 図I
- 6 か ら明らか な よう に､ S- M P はOPZの 5
-
hydro xylation 活性に対 して 阻害作用を示 し､ その阻害様式はY 軸上の 1点で交わる競合的阻害であっ た ｡
その Ki値は162.5LIM であ っ た｡
50
■
･l
I1
1
? 40
'
巨
､
払
卓 30
■■ ■ ■
(⊃
E
E:
言 2O
I･+
10
S - nlePhc nyloin(nlM)
A
- 0.1 0 0.1
1/S(〃M)
‾l
1.0
0.75
0.5
0.25
0,12 5
0
0.2
Fig . Ⅰ ･6･ Lin e we ave r-Bu rk plots fo rthe inhibitio n of O PZ 5
-hydro xylation by S- MP in hu m anIiv er
mlCrO S Om e S.
4 S- M P の 4･ -hydr oxylatio n活性におよぼす OPZお よび o P Z
- SFN の影響
o p zがC YP2C19の基質であれ ぱ, S十M Pの4
'
-hydr oxylatio n悟性 を競合的に阻害すると考えられるo そ
こで , S- MP の4
,
- hydr o xylation 活性に対する OPZ の阻害作用 を検討したo そ の帝果､ OPZ は S
- M Pの
4, - hydr oxylatio n活性に対 して阻害作用を示し､ その 阻害様式は Y軸上の 1点で交わ る競合的阻害であっ た
(Ki - 2.0LLM ､ 図Ⅰ
- 7A)｡
一 方､ OP Zの slow metabolizerでは OP Z と同様に OPZ- SF Nの血衆中からの消失がrapid m etabolizerに
比較 して著 しく遅延 してV)る という1n vlvo で の研究から, O PZ-S F N の代謝にも O PZ と同じ酵素が関与し
てい る ことが示唆されてV､る (56)o そ こで ､ S- M Pの 4
'
- hydr oxylation 活性に対する OPZ- SFN の影響を検
討した ところ､ O PZ と同様に O PZ- SF N もS- M Pの 4
'
- hydr o xylatio n活性に対 して競合的な阻害作用を示 し
た (和 = 8.2 pM ､ 図 ト7 B) o
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'
-hydro xy]atio nbyO PZtA)a nd O P Z-S F N(B)in
hu m a nliv e r micro s o m e s.
O PZの 5-hydr o貰ylatio nおよび s ulfc Ⅸldatio n活性におよぼすウサギ抗ヒトCY P2C抗血清の 影響
ウサギ抗ヒトC Y P2C抗血清の 添加 (0 - 400pl/mg pr otein) により O PZの 5- hydr o xylatio n活性は同量
のウサギ正常血清の添加時に比較し5 8 %阻害されたが ､ s ulfoxidatio n 活性は全 く阻害されなか っ た (図Ⅰ
-8) o
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第3項 考察
今回の 衛果より ､ O PZ の5-hydr o xylation に関する高親和性成分の Vm a x(Vm axl) と S- MP の 4
'
-
hydr o xylatio nに関する V m ax との 問には非常に商い 相関が存在する ことが明らか とな っ た (図卜5) o こ
の ことは S- M P の 4' - hydroxylatio n を触嫁する酵素 (C Y P2 C 19) がヒト肝ミク ロ ソ - ム に.お ける OPZ の
5- hydro xylatio n の 高親和性成 分に相 当 する こ と を強く 示唆 して い る . また ､ O PZ は S- MP の 4
'
-
hydro xylatlo n悟性を競合的に阻馨し､ S⊥M P もO PZの 5- hydr ox ylatl()Il括性を競合的に阻害した (図卜
7A, 図Ⅰ -6) o さらに､ ウサギ抗ヒトC Y P2C抗血清が OPZ の5- hydr o xylatio n活性を - 部阻馨した (図Ⅰ
- 8) o これ らの結果もO P Z か ら H- O PZ へ の 代謝(5-hydr oxylation) に C YP2C 19が関与 して いることを示
唆して いる o しか し､ O P Zの5- hydr o xylatio n括性に対するウサ ギ抗ヒトCYP2C抗血 清の 阻害率 (5 8 %) は､
s- MP の 4, - hydroxylatio n 活性 に対す る値 (>90%) に比較 して 低い も の であ っ
'
f=o ま た , OPZ の 5-
hydr o xylation 括性に対するS- MPの Ki値(162トLM､ 図.卜6) はS
- M Pの 4' -hydr()Ⅹylatio nに関する Km
値 (102 j= 7 8LLM､ 表2) と比較して高い催であっ たo こ の原因として ､ O PZ の5-hydro xylatio n悟性に関
与する酵素が複数である こ とある いは CYP2C19 に対する O PZ とS- MPの親和性が異なる ことが考えられた
(O PZの Kml - 6.0 土2.4LLM ､ SI M Pの K 血= 102土78pM､ 表1)o
ヒトにおける O PZ の体内動態 に関する研究は数多く報告されて いるが (49,54- 56, 62)､ ヒト肝ミク ロソ
- ム を用い た 1n vltr o の 系で の O PZ の代謝に関する研究は これが最初の もの であるo 今回の 検討では ､ OPZ
の5- hydr o xylatio nと sulfoxidatio n にはそれぞれ複数の酵素が関与して いる こ とが示唆されたo2種の酵素
関与を仮定 した酵素反応の速度論的解析を行うこ とにより酵素悟性は高､ 低親和性成分の 二成分に分頬され ､
C YP2C19 は主に 5-hydro xylatio n の高親和性成分に関係するこ とが示唆されたQ 5 1ydl･○Ⅹylatio n に関し
て は ､ 高親和性成分の V m 拡/Km (Vm ax l/Kml) の平均値が低親和性成分の V m ax/Km (V m ax2/Km2)
の平均値に比較 して約5倍高い値を示 した (13.1 士 8.7 v s6.8 土 3.0LLl/mg/min､ 表1) o こ の ことより､
ヒト肝ミクロ ソ - ム にお けるO PZの51 hydroxylatio nには高親和性成分に相当する酵素が主要に関与してい
ると考えられたD ヒトに 20 mg の OP Zを単回投与した時の平均的な血中濃度は1LLM 以下である (55,62)o
表1 に示 したkin etic para m eter の 平均値から0.5LLM の OPZを基質とした時の 5- hydr o xylatio n活性を算
出する と､ 高親和性成分が全体の 93 %となり ､ 1n vlvo において も O P Z の5- hydroxylatio n には高親和性
成分に相当する酵素が主要に関与してい ると推乱される o しか し､ 5- hydr ox ylation の低親和性成分に関す
る K m (Km2) の 平均値は 106pM であり､ S- MP の 4
'
- hydro xylation に関する Km(102土7 8LLM) と近似
した値である ｡ 従 っ て ､ CYP2C19の酵素活性が低下あるい はCYP2C19 が欠損して い る場合､ 低親和性成分
に相当する酵素によ っ て 5-hydroxylation が触媒される可能性も十分に考えられる0 Sulfoxidatio rlに関し
ては , 高親和性成分の V m ax/ Km (V m axl/K m l) の平均値が低親和性成分の Vm ax/K m (V m ax2/K m2)
の 平均値に比較して約4倍高い催を示したこ とに加え,
'
Km2 の平均値は48 2LLM と Kml の約50倍も高い
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借で あっ た｡ これらの こ とか ら､ 1n vltTO での OPZ のs ulfoxidati.on にお いては高親和性成分に相当する酵
素が主要に働い て い ると考えられたo つ まり ､ O PZ の 5- hydroEylatio n と sulfoxidatio n にお い て主要に関
与す る酵 素 は高親 和性成分 で ある と い え る o しか し ､ sulfoxidatio n に 関す る Vm ax l/K m l は 5-
hydr o xylation の約半分で あり､ sulfo xidation の代謝効率が 5- hydr oxylatio n に比較して低い こ とが示唆さ
れた ｡
OPZの s ulfoxidation に関する1dn etic param ete rの いずれもがS- MPの4
'
- hydr⊂'Ⅹylatio nに関するkinetic
param eter との間に有意な相関を示さなか っ た こ とから (図Ⅰ -5) ､ CY P2C 19 はO P Zの sul わⅩidatiorlに
は関与 していない と推測された｡ また ､ ウサギ抗ヒ トCY P 2C 抗血清が OP Z のsulfo xidatio llを全く阻害し
ない こ と (図Ⅰ - 8) からも ､ この代謝にはCYP2C以外のミク ロ ソ - ム酵素が関与する こ とが示唆されたo
今回の検討では､ OPZとそ の代謝物である OPZ- SF N が SI M Pの 4
'
- hydro xylation 活性を阻害する結果が
得られた (図ト7) o OP Zと OP Z-S FNの Ki値はそ れぞれ 2.0 LIM と8.2 トLM であり､ これ まで S- M P の
4'ユhydrox ylation 活性を阻害する と報告されてい る他の薬物の中で 最も低値で あ っ た (63,64)Q こ の ことは ､
OPZあるいは OPZ-SF NがC YP2C19 に より代謝され る他の薬物の クリアランス を低下させ ､ 薬物代謝の過
程において薬物間相互作用を引き起こす可能性を示唆する もゐである｡ 実際に､ O PZの rapid m etabolizer
およびS- M P の E Mでは OPZの 連続投与によりジアゼパムの半減期が延長し､ クリアランスが低下する こと
が報告されて い る (56, 65)o 一 方 ､ OPZの slow m etabolizerお よびS- MP の P Mで はこ の薬物問相互作用
は認め られな い ｡ S- M Pの EM とPM を対象とした1n vlv o での研究 (30, 31) や ヒト肝ミク ロ ソ - ム を用い
た]n vltTOで の研究(32) によりジアゼパム の N - dem ethylation にC YP2C 19 が関与する こ とが示唆されて
nる o 従っ て ､ S- MPの･EM で認められた O PZ とジアゼバム の相互作用は OP Zが C YP2C19 を介 したジアゼ
パ ムの N - de m ethylati.o nを阻害した蘇果である と考えられ るo S
- M P のE M
l
では ､ C YP2C19 により代謝さ
れるイミプラミ ン (33-35)､ アミトリプチリン (3 8)､ プロ プラノ ロ - ル (29) 等とOP Z の併用には注意を
払う必要がある と思われる o また興味深V)ことに､ OPZ -SFNもこよる S- M Pの 4
'
- hydr o xylation 活性の 阻害
様式は OPZ と同様に競合的で凝っ た (図 卜7B) o この ことから､ O PZ- SFN もまた CYP 2C19 の基質とな
る可能性が示唆された｡
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第 4項 小括
ヒトにおける OPZの どの代謝経路にCY P 2C19が関与するか を明らか にするため ､ ヒト肝ミクロ ソ
- ムを
馴 ､た1n vltTO の系にお いて検討を行い以下に示す結果を得たo
1. S- M P の 4
,
- hydro xylatio n に 関する Eadie
- =ofstee plots が 直線を示 した の に射 し ､ O P Z の5
-
hydr . xylati〔,n お よび sulfo xidatio n に関する plotsはい ずれも曲線を示し. 複数の酵素が関与す
る こと
が示 唆された｡
2. O PZ の5- hydl
-
○Ⅹylatio nに関する高親和性成分の V m ax (V m axl) はS
⊥MPの 4:'11ydr o xylatio nに関
する V m ax との 間に極めて高い 相関を示 したが､sulfoxidatio n に関してはいずれ の pararnete rもS
- MP
の 4
,
- hydr ⊂'xylati⊂'n に関する param eter との間に相関は見られなか っ たQ
3. S- MP はOPZの5- hydrox ylation 活性を競合的に阻審し､ O PZ もS
- M Pの4]-hydroxylation 活性を統
合的に阻害 した. 興味深い ことに､ OPZの 代謝物である OPZ
- SF N もまたS- M Pの4
'
-hydroxylation 悟
性を競合的に阻害 した ｡
4. S- M Pの 4
,
- hydr oxylation を 90 %以上 阻昏す る ウサギ 抗ヒ ト C YP2C 抗血 清 は ､ O PZの 5
‾
hydr oxylatio n活性を58 %阻奪 したが､ sulfo xidatio n活性に対 して は全く阻審しなか っ たo
以上 の結果より､ ヒト肝ミク ロ ソ - ム における OPZの 5
- hydr o耳ylatio nにはC YP2C19が主な代謝酵素とし
て関与して い る ことが強く示唆された o
一 方､ O PZの sulfoxidation に関しては CY P 2C19 以外のミク ロ ソ
- ム酵素が 関与して い るもの と考えられたo また､ O PZ
- SF Nの 代謝にもCY P 2C19 が関与してい る可能性が
示唆された｡
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第3節 血奨および尿中の オメプラゾ - ル とその 代謝物測定法の 確立
第1項 実験材料お よび実験方法
試薬
すべ て第1節と同じ方法で入手したもの､ もしくは市販の もの をその まま用いたQ
2 0 P Z､ H - O PZお よび opZ- SF Nの 血奨中濃度測定
2 - 1 抽出方法
･冷凍 した血 熟ま室温で解凍した ｡ 血衆 1 ml を共栓付きガラス遠沈管に取り､ 0.1 m g/ml フ ェ ナセチ ン
(内部標準物質) 0. 1 ml､ ジク ロ ロ メタ ン 5 ml､ 塩化ナトリウム 0.25g および 0･5M リン酸 か+ウム緩
衝液 (PH S.0)0.5 ml を加え､ 10分間撹拝したQ i,610g で30分間遠心 した後 ､ 上層 (水屑) を吸引除去
したo 残存 した有機層を新しい ガラス試験管に移し､ V C-360型遠心試演縮器 (大洋化学工業 ､ 東京) を用
vlて 40 ℃ で減圧乾固させた o 残渡にH PL C用の移動相溶媒 300 pl を加え撹拝帝解 したo O･ 45 pm フ ィル
タ - (Gelm an Scien ce, U SA) で渡過 し, そ の 30LLl をH PLC試料としたo
2- 2 0 PZ､ H - OPZお よびO PZ-SF N の定量
o pz､ H - O PZ お よびOPZ-SFNの定量は H PL C- UV法により行 っ たo 移動相に50m M リン酸 か+ウム緩
衝液 (pH 8.5)とアセ トニ トリ ルを 75 :25(Ⅴ/v) の割合で混合 した もの を脱気させて用い ､ 流速を 0･8
mi/min とした以外は第1. 節と同様に行 っ たo
2-3 回収率の測定
血焚より抽出されたOPZ､ ‡トOPZ､ O PZ- SFNおよびフ ェ ナセチ ン (内部標準物質)の絶対回収率を求め
るため に､ 既知濃度の上記薬物を添加 したブラ ンク血奨を抽出処理 した後に得られた各薬物の ピ
ー ク高さを
抽出してVlない同漉度の各薬物より得られたピ ー ク高さと比較したo OPZ､ H
- O PZおよび OPZ- SF Nの最
終濃度はそれぞれ50および400ng/ml とし､ フ ェ ナセチ ンの最終濃度は 10 岬/ml としたc
2- 4 検量線の作成
測定の箇線性を確認するため､ O PZ､ H- OPZおよびOPZ- SFNの 各濃度が25 - 400 ng/mlとなる範囲で
検量線を作成した . 標準溶牧をブランク血紫に加え､ 上記の方法 (卜3
- 1-2- 1 および 卜3- 1- 2 - 2) に より
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抽出および測定を行 っ たo 検量線は内部標準物質に対する各薬物の ピ
- ク高さ比を最小 二 乗法により直線回
帰して得た o こ の検量線 を用い て未知試料における濃度を求めたo
2- 5 日内変動と日間変動
日内変動につ い ては ､ 同じ日 に O PZ､ ” - O PZ および OPZ
-SFN の各標準溶液をブランク血毅に加え､ 上
記の 方法 ( 卜3- ト2 - 1 および 卜3一 卜2- 2) により抽出お よび測定を行っ た o また､ 日間変動につ いて は ､
- 20 ℃で 保存した各標準溶液 を少なく とも2 日の間隔をあけて 6 回ブランク血購に加え ､ 上記の方法 (卜
31 1- 2 - 1 および 卜3一 卜2 - 2) に より抽出および測定を行 っ たo O PZ､ H - O P Zおよび oPZ
-SF Nの各標準溶
液の 最終濃度は , それぞれ50 お よび400ng/mlとしたo 日内､ 日間変動ともに得られた秋定値より変動係
数(%) と測定韻差 (%) を求めた｡
尿中の H - O PZ汲促
3- 1 抽出方法
t
冷凍した尿は室温で解凍した｡ 尿 1 ml を共栓付きガラス遠沈管に取り､ 0.2 m g/ml フ ェ ナセチ ン (内
部標準物質)0.1 ml､ ジク ロ ロ メタ ン 5 ml､ 塩化ナトリウム 0.25 gおよび o.5 Mリン酸 か+ウム緩衝硬
(pH 8.0)0.5 ml を加 え ､ 10分間撹拝した . 1,610g で30分間遠心した後､ 上層 (水屑)を吸引除去した｡
残存した有機層 を新 しい ガラ ス試験管に移 し､ VC-360 型遠心式濃縮器 (大洋化学工業､ 釆京) を用い て
40℃で減圧乾固させ たo 残漆に H PL C用の移動相溶媒300ド1を加え撹拝醇解したo 0.45トL m フ ィ ルタ
ー
(Gelm an Scien ce, U S A)で 潰過 し､ そ の 30LLlをH PLC試料としたo
3- 2 H- O P Z の定量
H- OPZ の定量は血賂中濃度の測定 (I - 3- 1- 2- 2) と同様に行っ たQ
3- 3 回収率の 測定
尿試料より抽出された H - OPZお よびフ ェ ナセチ ン (内部標準物質)の絶対回収率は ､ H - O P Z の最終洩度
を0.25 および2pg/mlと し､ フ ェ ナセチ ンの最終濃度を2 0帽/ml とし
'
た以外は血梁試料と同様に行っ たo
3- 4 検量線の作成
H - OPZ の濃度が0.25 - 2 岬/ml となる範囲で血祭試料と同様に検量線を作成 した ｡
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3- 5 日内変動 と日間変動
日内変動､ 日間変動ともにH - O PZ の最終濃度を0.25 および2ドg/mi とした以外は血梁試料 と同様に変動
係数 (%) と測定誤差 (%) を求めた｡
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第2項 実験結束
タロ マ トグラム
図 ト9 にブラン ク血祭 (A)､ 既知量の トトO PZ､ O P Z
- S FN､ O P Zおよびフ ェ ナセチ ンを添加した血奨 (B)
および被験者より得られ た血祭 (C) を前述した方法 (卜3- 1
- 2 - 1および ト3- 1 - 2 - 2)に従い抽出､ 測定し
て得られた クロ マ トグラム を示 した｡ また､ ブランク尿 (D)､ 既知畳の H
- Of)Zおよびフ ェ ナセチ ンを添加
した尿 (E)お よび被験者より得られた尿 (F) を前述 した方法(卜3
- ト3-1 および 卜3一 卜3- 2) に従い抽出 ､
測定 して得られたタロ マ トグラム を示したo 各薬物の保持時間は H - O PZ､ OPZ- SF N､ フ ェ ナセチ ン､ OPZ
の順に6.6分 ､ l l.5分､ 13.6分 ､ 16.8 分であ っ たo 全て の薬物の ピ ー クは左右対称であり良好に分離され
たo 血奨中から抽出され る未知物質の ピ - クが H
- O PZ のピ- クの 直後に出現するが
'
, H- OPZの定量に妨審
を与えるもの ではなか っ た｡ 血購 ､ 尿のいずれ も前述の抽出処理により他の妨害物質は除去された｡
回収率および検量線
血祭および尿中か らの 各薬物の 剛又率を表3 に示 したo 血婦中からの O P Z, トトO PZ､ OPZ- SF Nおよびフ
ェ ナセチ ンの 回収率は93.1か ら1 15.5 %の範囲であり ,尿中からのH
- OPZ とフ ェ ナセチ ンの 回収率は101･4
から102.3 %の範囲でありいずれも良好な値を示した｡
また, O PZ､ H - O PZお よびo PZ-SFNの検量線につ いて はいずれの薬物も相関係数は0.999以上 と良好な
直線性を示 した o 検出限糾まn ずれの薬物も3ng/ml であ っ たo
日内変動お よび日間変動
血奨中の OPZ､ H - O PZ､ O P Z- SF N および尿中の H
- O PZ に関する日内お よび日間変動を求めた結果を表
4 に示 した o 血祭中の 各薬物に関する日内お よび日間変動に つtlて は, 変動係数がそ れぞれ9.1% および6.4 %
以下であり, 相対誤差は - 3.7% から十3
.
.8 %の範囲であっ た｡ 尿中の H- O PZ に関する日内および日間変動
につ い ては , 変動係数がそれぞれ2.9 %および3.9 %以下であり､ 相対誤差は十0.6 % から十2.0 %の範囲であ
っ た｡
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Table 3･ Re cov ery of om epr azole) 5
-hydr o xyo m epraz ole, o 皿 ePr aZ Ole stllfo ne
andphella C etinfr o mplas m a anduri]1e･
co mpo u nd Co n centr atio n
”
(
e
lT
11
=
r
6
e
)
C
?;o
e
)
ry 謁.
Plasm a
o m eprazole
5-hydro xyom eprazole
o m epraz olest1fo11e
phen a celin
tTrin e
5-llydro xyo m epraze)1e
phen a cetill
50ng/m1
400ng/皿1
50llg/mi
400Ilg加1
50ng/m1
400Ilg/mi
10〝g/ml
0.25I(g/m1
2〝g/m1
20Fig/mi
93.6
98.1
93.1
93.5
115.5
101.3
102.8
101.4
101.4
102.3
8.7
1.8
5.8
2.4
3.0
2.0
0.8
3.2
1.4
1.1
Table 4. Pre cisio n a nd ac c ura cy of intra
- and inte 川 SS ay Of o m epra zole, 5-hydr oxyo mepra zole, o m epraz ole
sulfon ein plas m a andurin e･
Co mpo 血d Co nce山ratio n
Inlr a- a s s ay(n ≡ 6) fnter- a s s ay(n = 6)
C. V. (%)Relativ e err or(%) C･ V･(%)Relativ e error(%)
Pla sm a
o m epra z ole
5+1ydr o xyo m epraz ole
o mepraz ole s ulfo n e
Urin e
5-hydr o xyo mepraz ole
5 0ng/m1
40071g/mi
50ng/m1
4 00ng/m1
50ng/m1
400ng/ml
0.25FLg/m1
2pg/mi
9.1
3.5
5.0
6.3
3.0
3.2
2.9
0.7
0.0
-3.7
-1.6
-3.0
0.0
-2.2
＋0.6
十2.0
4.9
1.0
6.4
2.4
4.2
0.9
1.6
3.9
＋2.0
て0.3
十3.8
-1.0
-1.2
-0.8
十1.1
＋1.3
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第3項 考察
今回確立した血祭中の O PZ､ O PZ- SFN､ H - O P Zおよび尿中の H - O P Z の定量法は､ 精度 ､ 正確さおよび
検出限界の いずれもが ､ これまで に報告された方法 (50- 52, 66) と比較して良好で あ っ た ｡ 特に ､ 本法が従
来の方法より優れてい る と考えられる点は OP Zおよびそ の代謝物の測定時にお ける分解を極 力少なくし た
点である ｡
O PZは酸性条件下では分解が早く ､ 中性ある い はアルカリ性下で安定で ある (67, 68)｡ 従 っ て ､ O PZの
HP LC 法による測定にはアル か+性の移動相溶媒を用いる ことが望まれる ｡ しか し､ 既存の オクタデシル シ
リル化(O D S) シリカゲル系の充填剤を使用 したカラムは ､ 耐圧性 ､ 耐溶媒性 ､ 高分解能を有 しているもの
の ､ アルカリ条件下では充填剤が溶出するという欠点も保有 して い る o その ため ､ 一 般には OD S系カラム
の使用は pH2 - 7.5 の領域に限られて いる. そ こで ､ 本定量法で はシリカゲル の表面をシ リコ ンポリ マ ー の
轟膜で 被覆し､ これ にオクタデシル基を化学結合させ るこ とにより耐アル カリ性 と高分解能を有したカプセ
ル型 (樹脂被覆型)･ 逆相系充填剤を使用したCAPCELLPAK C18SG1 20 カラムを採用し (69- 71)I pH 8.5
の移動相棒妹を用い る こ とにより､ OPZの安定性を保持することが 可能とな っ た｡
以上 より ､ 逆相系HPLC法による本定量法は､ 血碑と尿試料をほぼ同 一 の抽出方法 と軸定条件により定量
が可能である こ とにカロえ ､ OPZ とそ の代謝物である O P Z-SFN と H - O P Zが同時に測定可能であり ､ 分析物
質の分解が極力抑えられる という点で薬物動態試験に使用する測定法として有用であると考え られ た｡
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第 4節 健常人 にお けるオメプラゾ
ー ルの体内動態
第 1項 対象お よび方法
対象
健常な韓国人206名(♂156名 ､ ♀50名)を対象に､ ラセミ体として M PIOOmg(Mesantoin , San⊂1ozlnc･ ,
EastHanc,ve r, N.∫.) を軽口投与 してフ ェ ノタイ ピングを行い (12)､そ の中から男性ボランティ ア15名(E M､
p M各群8名)を選択し被験者と したo フ エ ノタイプは M P投与後0
- 8時間に尿中排推されたH - M P畳を %
｡f dos e の対数値で表 し, アンチ モ ー ドである0.3 より上 をE M､ 0.3 より下をP M としたD 今回の被験者と
な っ た男性ボラ ンティ アの年齢 ､ 体重お よび MP服用後におけるI-I- M Pの尿中排他率を表5 に示したo 対象
とな っ たE M とP Mの両群で年齢､ 体重 ともに差は見られなか っ た o EM 群における H- MP 塵の尿中排継率
は 1.32 土0.05 %of dos e であ っ たの に射し､ P M群では
- 0. 49土0.06% of dose であり, S- M Pの遺伝多
型の 指標となる この値には明らかな相違が見られた o 被験者はギョ ンサ ン大学およびソウル大学医学部の職
員および学生であり , 試験の 実施 に先立ち試験の目的と方法に関して 口頭および文書による説明を受けた｡
なお ､ 試験はギョ ンサン大学およびソウル大学の倫理委員会によ っ て承認され ､ 被験者か ら文書による同意
を得た後に実施した｡
Table5. Subje ct characteristics andm ephe nytoin 4
'
-hydroxylatio n
c apa city v ariablesinE M and P MofS
- m ephe nytoin ･
P M
(n
-
{8) (n
= 8)
E M
Age(ye ar)
Body W eight(kg)
Height(c m)
LoglO(% ofdos e e x cr eted
a s4'-hydl
･
OXym ePhe nytoin)
25.1 ± 2.2
(21- 41)
60.4 ±1.3
(55- 67)
171.3 ± 1.2
(168- 178)
1.32± 0.05
(1.06- 1･57)
23.9 ±1.4
(21- 31)
65.5 ±1.2
(60- 72)
172.5 土 1.2
(168- 180)
-0.49±0.06
(-0.88- -0.27)
Expre ssed as m ean ± S･ E･
The v alu esin parenthesis in dic ate the r anges obs erv ed･
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2 投与方法お よび投与量
被験者には早朝空腹時に OPZ 20 m g(b sec, Yuhan, Co . , Ko r ea) を2 0 0mi の水と ともに服用させ たo
3 採血および採尿
服用前および服用後0.5､ 1､ 2,.3､ 4､ 6､ 8､ 1 0､ 1 2､ 2 4時間に前腕静脈か ら採血 し血購を分離 したo
また､ 服用前および服用後0 - 2､ 2 - 4､ 4 - 8､ 8 - 1 2､ 1 2- 24時間毎に蓄尿 し､ す ぐに 1M Na2CO｡ で pH
7 - 8 に調整したo 得られた血購および尿試料は測定まで - 80 ℃で冷凍保存としたo
4 薬物動態パ ラメ ー タ - の解析
血衆中の O P Z､ H - O PZお よび O P Z- S FNの 濃度 と尿中の H
- O P Z量は第3節で述べ た方法で測定した ｡
血頒申からの O PZ, H - O PZお よび OP Z- SF Nの消失速度定数 (klO) は血焚中濃度時間曲線の濃度のみ を対
数プロ ットした時に ､ 最小二乗回帰分析により直線として得られる消失相の傾きより求めた B それらの消失
半減期 (tl,2) はtl/2- 0.693/kl.として計算したo OPZ, H
- OPZ お よび oPZ- SF Nの血奨中濃度時間曲線下
面積 (Au °) に つ い て は最終測定時間 (t) まで の AU C(0 - t) は台形法により求め､ それ以降無限大 まで の
A u °(t - ∞) は最終測定時間の血梁中濃度をkl｡で除する ことにより算出し､ A u°(0 - ∞) は両者の和とし
て求めた｡ OPZ の全身クリアランス (C L) は C Lニ 投与量 /A u °(0 - ∞) /体重より求めた ｡ O P乙 H
- O P Z
および OPZ- SF Nの 最高血梁中濃度 (Cm ax) は得られた血奨申濃度の最高値とし ､ 最高血奨中濃度到達時間
(t
m a x) は Cm ax に到達した時間としたo H
- OPZ の尿中排継率臥 OPZの投与量 に対する%をモル 当量で補正
した o
5 統計解析
得 られた実験結果は平均値±標準偏差あるい は平均値±標準誤差で表わ した o EM 群と P M群の体内動態
備における相違臥 Student の t検定により統計的に評価し､ 適宜 Spe arm an の順位相関 (rs) により評価
した D またp値につ いて は0.05以下を有意とみな したo
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第2項 結果
op zま∋よびそ の代謝物 (H - OPZ､ O PZ- SFN) の血紫中濃度推移
opz, H - O P Zお よび O PZ- SF Nの血紫中濃度推移をそれぞれ図 卜10の A, B､ C に示 した｡ 血奨中O PZ
濃度は投与後 1時間以降の すべ て の採血点において PM 群はEM 群に比較して有意に高い値を示 した ｡ 投与
後12時間にお ける O P Z の血凍中濃度は PM 群が 91,1土 14,3 ng/ml を示したの に対し､ E M群は全員検出
限界以下の値 (i.e. , < 3 ng/mi) を示 したo また､ PM群は投与後24時間においても測定可能であっ たd
” - OPZの血凍中濃度は投与後0.5時間か ら4時間におuて P M群はE M群に比較して低い値を示したが､ そ
の後10時間までは有意な差は見 られなか っ たo EM 群で は投与後10時間以降, P M群では投与後12時間以
降の採血点における濃度は検出限界以下で あっ た｡ O PZ- SF Nの血購中浪度推移は 0卓z と類似した傾向を示
し二 投与後2 時間から12時間にお いて P M群は EM 群に比較 して有意に高い催を示 したo 投与後 2 4時間に
おける OPZ-SF Nの 血紫中波度は EM 群で は検出限界以下であっ たの に対 し､ PM群では全員測定可能であ
っ た｡
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2 0 P Zお よびそ の代謝物 (H - OPZ､ OP Z- SF N) の血中動態解析
E M とP Mの両群にお けるO PZの CLおよび O PZ とそ の代謝物 (H- O PZ､ OPZ-SFN) の tl/2を図 ト1 1
に示 したo これらの血中動態パ ラメ ー タ - は いずれ も両群間に著 しい差が見られた c しかし ､ H - O P Z のtl′2
に関して は 3 人の PM がE M群の示 した値の範囲と重な っ た (図Ⅰ - l lC) a
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Fig . Ⅰ ･1 1. Individu a川 ata on C L(A)a ndplasrTlatl/2 0fOP Z(B), H- O P Z(C)end O P Z-S F N(D)in E M(ope n
symbols)and P M(cFo s ed symbols)of S- M PI The ho n
'
z o ntal ba rsindic ate the respectiv e m e an v aJu e s･ The
datap(ottedl
'
n C(cfos eqsquare)w e re obtainedfrom se ve nPMbec ause plasm aJev eJs of H- O P Z jn one P M
s ub)
r
e clw ere u ndetectab(e withthe asaythro ughoutthes a mpling pe riod･
得られた血中動態パ ラメ ー タ - の 平均値±標準誤差を表6 にまとめたc O PZに関する血中動態パ ラメ ー タ
ー はtm a x以外のす べ ての項目につ い て E M とPM の 両群間に有意な差が認められた o O PZの AU C はPM 群
が E M群の 6 - 7倍大きい値を示し､ そ の C L はP M群がE M群の約1/8 であ っ た｡ OPZ-SF Nに関する血中
動態パ ラメ ー タ ー は ､ EM とPM の 両群間に OP Z と同様の相違が見られ た｡ O PZ-SFNの Cm axと A UC はPM
群が E M群 に比較して有意に高し)値を示 し､ tl/2はP如群が EM 群の約 4 倍長い値を示 したo - 方 ､ H
- O f'Z
の血中動態パ ラメ - タ
- は OPZ 凍うよび OPZI SF Nの血中動態パ ラメ - 夕 - とは異なり ､ Cr{l a Xと AUC は とも
にP M群がEM 群に比較して有意に小 さい値を示 した ｡
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Tame 6. Phar m a c okin eticpar a m eters of o m epra z ole a nd itstw oprlrlCipal m etabolitesin eight EM and
eightPMof S- m ephe nytoin ･
co -pou nds (Sgm/a)
t
@f
m
)
{ t
oS (niyE/ml) (mi/?1tkg)
Om epra zole
EM
P M
5-Hydr op o m epr a z ole
E M
P M
381.1 ± 54.4 1.7 ± 0.3
1049.9 ± 72.4* * * 2.3 ±0.2
209.6 ± 18.2
46.2 ±4.6* * *
1.7 ±0.3
2.3 土 0.2
1.4 ± 0.2 7 78.5 ± 78.7 475.9 ±64.2
3.2± 0.2* ** 5330.5 ± 392.4* * * 59,5 ± 3.6* * *
1.5 ± 0.2
3.4± 0.4* *
508.3 土28.7
292.1 ± 40.0* *
o
E
m
3
ra z ole s ulfo n e
1.2.5 ± 13.5 2. ± .. 2.5 士 O. 685.9 ± 1,6.2
p M 280.2 ±12.0串瀬 * 63±0.7* * * 10.6 士0.9* * * 5699.1 ±353.8* * *
Expr ess ed a s m e a n 土S･ D･
**
p<0.0 1a nd
* * *
p<0.00 1co mpared with EM:
また､ 図 卜1 2に示したように被験者16名に関する O PZのtl/2とO PZ- SF Nのtl/2との 間には有意な正 の
相関が存在 した (rs = 0.764, p<0.01)o
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3 H- O PZの尿中排維
投与後 2 4時間までの H - O P Zに関する累積尿中排椎率の推移をEM 群 とP M群で 比較した (図 ト13) 0
EM 群における尿中排滑率は投与後8 時間まで に急速に増加し､ 1 2- 2 4時間でプラ ト - に達 したo 投与後0
- 2 時間における尿中排滑率は EM 群が5.97 土0.94%､ PM 群が0.84 土0.21% とE M群がPM 群の 7倍高い
値を示 したo 投与後2 4時間まで の 累積尿中排滑率はE M群が 13.51 土0.90 %､ PM群が5.62 土0.74,
o
,
｡ と EM
群がPM 群の 2.4倍高い値であっ たが ､ 0 - 2時間で の値と比較する と両群間での差は小 さくな っ た ｡ 血浜中
に認め られた O P Zと O PZ- SF N はいずれの被験者にお いても尿中では検出限界以下であり､ そ の存在 は確認
し得なか っ た ｡
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第3項 考察
今回検討した OPZおよびそ の代謝物の体内動態はS- M Pの E M群とP M群で大きな相違を示したo すなわ
ち､ PM 群における O P Z の CL は E M群の約1/8 と低値で り､ Cm ax とAUC はそれぞれ E M群の 3倍と6 - 7
倍と極めて 高い値 を示 した (表6) o さらに､ S- MP の 4' - hydroxylatio n能を表すH - MPの尿中排倍率の対
数値は O PZ の C Lと高い 正の 相関を示 した (rs = 0.793, pく0.01)｡ また ､ O PZ の主要代謝物の ひとつ である
H - O PZに関しては､ PM 群では E M群に比較して 血婦中 へ の出現速度が遅く (図Ⅰ - 10) ､ Au° (表6) 忠
よび2 4時間累積尿中排継率 (図Ⅰ ⊥13)は有意に低下して いたc これ らの帝果はい ずれも､ OPZから H- OPZ
ヘ の代謝 (5- hydr o xylatio n) にC YP2C19が関与して いる ことを強く示唆して いる o これら 1n vl
'
vo で得
られた知見と第2節で述 べ た )
'
n vltT O の知見を考えあわせ ると, ヒトにおける OPZの 5- hydroxylation が
主にCYP2C19 によ り触媒されて いる可能性は極めて高い もの と考えられるQ 一 方､ 第2節で述べ た 1
'
n vl
'
tm
の結果では OPZ の5- hydro xylation に は少なくとも2つ の酵素が関与してい ることが示唆されたo今回の 1n
v )
'
vo の検討では , S- M Pの PM 群において も H- OPZが血購中お よび尿中に蔑められた(図Ⅰ - 10､ - 13) o
これらの結果より , 1n vl
'
v oに 掛ナる O PZ の5- hydro xylation にはCY P2C19が主要な代謝酵素と して関与
してい るもの の ､ C YP2C19 が欠損 した状態において はもう ー つ の酵素系である低親和性酵素が機能 して い
る可能性が示唆された o
一 方､ O PZ- SF Nの 血焚申渡度 一 時間推移および動態パ ラメ - 夕 - は O PZ と煩似した傾向を示 したc すな
わち､ P M群における O PZ- SF Nの血簾中からの消失はEM 群に比較して非常に遅く(図卜10) ､ tl′2とAtJC
はそれぞれEM 群の 約5倍と約11倍であっ た (表6) ｡ さらに､ O PZ のtl/2とO PZ-SF Nの tl/2との間には
高い相関が存在した (図Ⅰ - 12) ｡ これらの結果から､ O PZ-SF Nの代謝にもC Y P2C19 が関与 して い る可能
性が示唆されたD 血購中に認められる主要代謝物の 一 つ である OPZ- SF N は尿中にはほ とん ど排他されな い o
この こ とは , O P Z-SFN がさらに極性の高い物質へ 代謝された後に尿中 へ 排雅される こ とを示唆して いる o
第 2 節で述 べ た 1
'
n vl
'
tT Oの播果で は､ O PZ- SF Nが O PZ と同様にヒト肝ミク ロ ソ - ム における S- M Pの
4
'
-hydroxylatiorl活性を競合的に阻害した こ とか らO PZ- SF N が C YP2C19の基質となる可能性が示唆され
たo O PZ- SF N もまた OPZ と同様に5位の メチル基を保有しており ､ 5- hydr oxylation を受けるこ とが理翰
的には可能である o こ れら の知見を考 えあわせ ると､ O PZ- SFN は O P Zと同様に CY P 2C19 に より 5-
hydr oxylatio n を受け､ 5- hydro xy - O PZ- SFN に代謝されるもの と推執Jされるo
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第 4項 小 括
O PZお よぴそ の代謝物の体内動態とS･ M I' の遺伝多型の関係を明らか にするた め､ フ エ ノタイプ既知の健
常人を対象と した1n vlv oの系におい て検討を行い以下に示す結果を得た｡
1. OPZおよびそ の代謝物で ある H - O PZ とOPZ- SFN の血衆中濃度 一 時間推移はS - M P の E M群と PM群の
間で大きな相違を示したc
2. S- M Pの P M群では OPZの CLが EM 群の約1/8 と小さく ､ tl′2 は E M群の 2.4僧に延長 してい た o
3. P M群では H - OPZの AUCがEM 群の約1/2 と低い値であっ た o
4. O PZ-SFN の AU C はP M群がEM 群の約8倍高Vl値を示 し､ そ の tl′2 はP M群がE M群の 4.2 倍に延長
して いた｡
5. PM 群では H - O PZ の 2 4時間累積尿中排碓率が EM 群の 半分以下であっ たo
以上 の結果より､ O PZおよびその 代謝物の体内動態にはS- MPの遺伝多型が大きく関係してお り､ S- MP の
pM 群で は C YP2C19を介した H- OP Zの生成能が低く ､ O PZおよび o pz-SF Nの 血痕中か らの 消失が遅延す
ることが 明らか とな っ た｡
4 2
第5節 まとめ
本章では ､ ヒトにおける O PZの代謝とC YP2C19の関係を明らか にするためヒト肝ミクロ ソ - ムを用いた
1
'
n vltTO の 系お よびフ エ ノタイ プ既知の健常人 を対象とした1n vl
'
vo の 系にお いて検討を行い ､ 以下に示す結
果を得た o
1. O P Z の511ydl･0Ⅹylatio nには CYP2C19 が主な代謝酵素として 関与しており ､ S- MP の PM 群ではそ の
生成能が低下して い る こ とが強く示唆された｡
2. OPZの s ulfo xidatio nに関 して はC Y P2C 19以外のミク ロソ - ム酵素が関与してい るもの と考えられたo
3. OPZの 5- hydroxylatio nは s ulfoxidatio nに比較して代謝効率が高く ,O PZの 5- hydr oxylati()n能の低
い S- M P の PM 群では E M群に比較 して O PZ のCLが低い ことが示され たo
4. S - M P のPM 群では E M 群に比較しで OPZ- SF Nの 血婦中から の鞘失が遅延 して い る原因 として ,
O PZ- SF Nの代謝に もCY P 2C 19 が関与してい る可能性が示唆されたo
以上 の結果より ､ O PZ の代謝 (5- bydr oxylation) には主な代謝酵素として CY P 2C19が関与して おり､ O P Z
の体内動態にはS- MP の遺伝多型が関係する ことが明らかとな っ た.
4 3
策Ⅲ章 メホバル ビタ - ル の立体選択的代謝
序文
フ エ ノバ ル ビタ ー ル (PB) のメチル化体であるメホバル ビタ - ル (MP B) は P B の催眠作用 を軽減した抗
てんか ん薬として 1932年以来使用されてきた.MP B の主代謝経路はN位の脱メチル化 (N
- de methylatio n)
(7 2) とベ ンゼ ン環4位の水酸化 (41 - hydr oxylation) (73- 75) であり､ それぞれ フ エ ノバル ビタ - ル (P B)
と4位水酸化体(H - M PB) を生成する (図Ⅱ - 1) o H - M PB はさらにダルクロ ン酸抱合を受けて尿中に排他
される (7 4, 75)｡
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図Ⅱ -1 に示 したように ､ M PB は不斉炭素を有する光学活性体であり R とS の光学異性体が存在する ｡
Kupfer とBranch(41) は M PB(ラセ ミ体) をS
- MPの E M に投与する とH - M PBが尿中に排准されるの に
対 し (10.8土1.9 %)､ PM では検出限界以下 (<1%)-であることから M P Bの 4
- hydrc,xylatic,n が S- M P の遺
伝多型に関係する ことを示唆したo さらに､ S
- MP のE M に R- M P B を投与した場合には H - M P Bが尿中に
排壮されるの に対し ､ S
- M PB を投与した場合には H - MPB が検出されない こ とか ら ､ S
- MP の遺伝多型は
4 4
R- MP B の 4- hydr o xylation に関係するこ とが示唆されて いる o しかし､ MP B の立体選択的代謝とCY P 2C19
に関する ]
'
n vltr oで の報告はない o
(:Y P 2C19 は ヒトに特異 的に発現 してい るタ ンパ クで あるた め (2)､ ヒ トにおける 医薬品の 代謝 と
C YP 2 C 19 に関する 1n vltro で の検討にはヒト組織(肝ミ クロ ソ - ム)が広く使用されてい る (2 7, 2 8,32,3 5,
36)c ヒト肝組織は複数の CY P分子種を含有しており ､ 個体により各CY P分子種の発現畳や酵素活性は大き
く異なる (76, 7 7)Q 一 方 ､ ヒ トの C YP分子種の cDN Aをベクタ ー に導入し泉種細胞 に発現させた ヒトCY P
発現系は ､ 酵素反応を各分子種 につ い て特泉的に検討するこ とが 可能である (78)｡
本章では ､ MPBの主要代謝経路である4- hydroxylation および N- de methylatic'n に つ いて ヒト肝ミクロ
ソ - ムにおける代謝活性測定法を確立 し(策1節) , ヒト肝ミク ロ ソ - ムおよびヒトCY P発現系を用 いた 1n
vltI
-
0 の系により M PBの 立体選択的代謝とC YP2C19 の関係につ いて検討した (第2 節) o また､ M PBの
血中動態はR体とS体で異なり､ R体がS体に比較して速や かに血中から消失する ことが報告されている (79,
80)｡ しか し､ 被験者の フ エ ノタイ ピングが行なわれてい ないため , 光学負性体間で の体内動態の差異とS…
MP の遺伝多型 との 関係は明らかではない o そ こで ､ フ エ ノタイ プ既知の健常人 (E M､ P M各1名) を対象
として M PBの体内動態を比較検討 した (舞3節) a
45
第1節 ヒト肝ミクロ ソ - ムにおけるメホバル ビタ ー ルの代謝活性測定法の確立
策1項 実験材料お よび実験方法
試薬
メホバル ビタ ー ル (M PB) は吉富製薬 (大阪)より贈与されたもの を用いた o M P B の 4位水酸化体 (H
-
MP B) は昭和大学の沼滞博士 より分与されたもの を用いた o シク ロパルビタ
- ル は束京化成工業 (束京) よ
り購入 した. 他の試薬は第Ⅰ章 と同じ方法で入手したもの ､ もしくは市販の ものを用い たo
ヒト肝ミク ロ ソ - ム
第Ⅰ章と同様に調製した｡
R- お よびS- MPB の 4- hydroxylation お よびN
- de met hylatio n活性の測定
3- 1 サ ンプル調製
R-およびS- M PBの 4-hydr o町1ation お よび N
-dem ethylation 活性の測定に用い たサンプル は ､ R
- ある
い は S- MPB を基質とする以外 は第Ⅰ章のサ ンプル調製法 (ト1
- ト3- 1) に従 っ て調製した o R- お よびS -
MPB は MPB (ラセミ体) を光学異性体分離カラム (Chiralcel CA
- 1､ 20×250 m m , ダイセル化学工 業､
東京) によ っ て分取 して得た｡
3- 2 H - MPBお よびP白の定量
M PB の 4位水酸化体お よび脱メチル体である H - MPBお よびP B は H PL C
- UV 法により測定した Q H P L C
装置は第Ⅰ章と同じもの を用い たo 移動相には50m M リン酸カリウム緩衝液 (p
H 5･0)とアセ トニ トリル
を75:25(v/v) の割合で混合したもの を脱気させ て用い ､ 流速は 110 nl/min と したQ カ ラムは CA PCE L L
p A KC18U G 1 20(粒径5LLm ､ 4･6× 250 m m､ 資生堂､ 東京) を用 い ､ カラム温度は恒温漕
を用 い て 3 0℃
一 定 とした o測定は200n m をモ ニ タ
- する ことによ り行っ たo内部標準物質には シク ロパル ピタ
- ル (1･25
LLg/mi) を用いたo
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3- 3 検量線の作成
検量線用サ ン プル の調製は既知量の H - MP Bおよびp B(メタノ - ル溶液)をそれぞれ試験管に取りメタノ
- ルを減圧下で蒸発乾固させ ､ 策Ⅰ章のサンプル調製法 (ト ト 卜3-1) に従っ て ､ 加温振逸する ことなく調
製したo 検量線は内部標準物質に対する H- M PB およびPB のピ - ク高さ比をそれぞれ最小二 乗法により直
線回帰して得た｡ この検量線に よりサンプル中の H- MPBおよびPBを定量し､ H - MP B およびPBの 生成速
度 (n mol/m g/hr) をそ れぞれ4-hydr oxylatio nおよび N-dem ethylatic)n 活性とした o
4 反応時間および蛋白渡度に関する検討
ヒト肝ミク ロ ソ - ムにおける R - お よびS- MP B の4- hydroxylatio nお よび N - de methylation 活性を測定
する にあたり ､ 反応時間お よび蛋白濃度が直線性を示す範囲を検討したo
反応時間に つ い ては､ 蛋白潰度を 0.1 mg/ml と し0､ 15､ 30, 60､ 90 お よび120分の 各反応時間にお
ける H - M P BおよびpB の生成量を求めたo また ､ 蛋白濃度に つ いて は反応時間を60分 とし0､ 0.05､ 0.1､
0.15 お よび0.2 m g/mlの各蛋白濃度にお ける H - M Pl∋およびPBの生成量を求めた ｡ これらの検討には､
200ドM の R- お よびS
- MPBを基質に用い たo
日内変動の 検討
ヒト肝ミ クロ ソ - ムにお ける R- MP B の 4- hydr o xylationおよび N -dem ethylation 括性の測定における
臼内変動に つ いては ､ 200LLM の R- M PBを基質とし0,1 m g/mlのミク ロソ - ムを60分間反応させた時の
R- M PB の 4-hydroxylation およびN - de m ethylation活性をn - 6で測定する こ とにより変動係数 (%) 杏
求めた ｡
4 7 s
第2項 実験稚果お よび考察
ク ロ マ トグラム
図Ⅱ -2 に基質 (R- およびS- MPB) を添加せずに反応させ たブランク試料に既知量の H - M PB お よびPB
および内部標準物質と して用いた シ ク ロ パル ビタ - ル を添加 した試料 (A)､ NA D P H生成系非存在下で ヒト
肝ミク ロ ソ - ムを R- MPB と反応 させた試料 (B)お よび N A D P H生成系存在下で ヒト肝ミ クロ ソ - ム を R -
MPB と反応させた試料 (C) の クロマ トグラムを示したo
'
各薬物の保持時間は H - M PB､ PB､ シクロ パル ビ
タ ー ル の順 に9.3､ 10.7､ 1 4.3分で あ っ た｡ また､ H - M PB, PB お よびシク ロパル ビタ ー ル の測定を行う上
で問題 となる ピ ー クは存在せず､
､
それぞれ の ピ ー クは完全に分離されたo また､ N ADPH 生成系非存在下で
は･ H - MP BとPBの生成はいずれも認められなか っ た｡
r m
O 5 10 1 5
r m
O 5 10 1 5
r m
O 5 1 0 15･
Tim e(min)
Fig. Ⅱ ･ 2･ Repres e ntative chrom atogra nlS Obtain ed fro m;theinc ubation mixture spiked with 2･5ngea ch of
H- M P B, P Band 1 5ng ofcyclob訓
･
bitaJ(I. S.)(A);thein c ubatio nmixture c ontainingO･2 mg/mlof micro s om e s
a nd2 0 0〃MR- m ephobarbitalwhich wasin c ubatedfor6 0mininthe absenc e ofN A D P Hgene rating system
(B): a nd the s a mらin cubation mixture whichwasincubatedfo r6 0mininthepre s enc e of NA D PHgenerating
syste m(c). peaks:1 I HI M P B(4-hydr oxym ephoba;bitaJ);2 - P B(phe n obarbit al);3 -]･S. (cyclobarbital)A
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2 検量線
最終濃度 25 から250nM の 範観で作成した H
- M PB お よび PB に関する換畳線の相関係数はい ずれ も
o,999以上 と良好な直線性が得られたo また､ 反応溶液中の H- M P BおよびPBの検出限界はいずれも20nM
と低く , ヒト肝ミクロ ソ - ム にお ける M PBの 4
-hydroxylation および N- de m ethylation 括性を測定する上
で十分な感度であ っ た o
3 反応時間および琶白濃度
反応時間につVlて は､ 200pM の R∴MPB とS- M PBをそ れぞれ蛋白津度0･1 m g/miのミク ロソ - ムと反
応させた時, H - M PBの 生成量はVlずれ も 120分まで直線的に増加し(図Ⅱ - 3A)､ P B の生成量は60分まで
直線的に増加した (図Ⅱ - 3 B)o 蛋白濃度につb
'
ゝては ､ 2 0 pM の R
- M PB とS- M PBをそれぞれ60分間反応
させた時､ H- M PBとP Bの 生成量はい ずれ も0.2 m g/mi まで直線的に増加 した(図Ⅱ - 4)｡ これらの締異 に
基づき ､ ヒト肝ミ クロ ソ - ムにお ける R - およびS⊥MPB の4-hydr o xylatio nお よびN
- dem ethylatio n括性
の測定は反応時間を60分 ､ 蛋白濃度は 0.1あるい は0.2 m g/ml で行 っ た｡
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日内変動
ヒト肝ミクロ ソ - ム における R- M P Bの 4- hydroxylation および N -de m ethylatio n活性の測定において ､
変動係数はそ れぞれ6.3お よび4.1 %と再現性は良好であっ た o
以上 の緒果よ り, 今回確立したM P Bの 4- hydr o xylatlon および N- de m ethylatlon 活性測定法は､ 感度およ
び再現性の 点で ヒト肝ミクロ ソ - ムにおけるR- およびS- M P Bの 代謝研究に有用な方法である と考えられた o
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第2節 ヒト肝ミ クロ ソ
- ムお よびヒトCYP発現系にお けるR- およびS- メホバル ピ夕 - ルの代謝
第1項 実験材料および実験方法
ミ クロ ソ - ムお よび抗体
ヒト肝ミクロ ソ - ムは第Ⅰ章と同様に調製したo す べて の ヒト肝ミクロ ソ - ムに つ いて ､ R- お よびS- MP
(各1 m M) を基質とした時の 4
'
- hydr oxylation 悟性を測定し､ S- M Pの 4
'
-hydro xylatio n陪牲に対する
R- M Pの 4' - hydr oxylation 活性の比 (R/Sratio) を求めた. R/Sl
･
ati()が0.7以下のミクロ ソ - ムをS- M P
の E M から得たミクロ ソ … ム ､ 0.7以上 のミクロ ソ - ム をS- MPのP M から得たミク ロ ソ - ムと分解した (28､
8 1)a CY PI A 2､ C YP 2A 6､ C Y P2B 6､ C Y P2C9､ C Y P2C19､ C Y P2 D 6､ C YP2El およびC YP3A4をそれぞ
れヒトB リンパ芽球様細胞に発現させ たヒ卜
▲
cY P発現系は第 一 化学薬品の島田博士 より贈与されたもの を
用い たo ウサギ抗ヒト C YP2C 抗体と正常ウサギ抗体はエ - ザイ の噸江博士お よび谷 口修士 より寄贈され た
もの を用い た. 他の試薬は第1節と同じ方法で入手したもの ､ もしくは市販のもの を用t/1たo
2 速度論パ ラメ - タ ー の 算出
R- MPBの 4-hydroxylation およびN - de m ethylation 悟性の測定には ､ 40､ 60､ 80､ 100､ 150､ 200､
250および30 0pM の R
- MP Bを基質として用いた Q 蛋白濃度は0･1あるい は0･2 m g/ml, 反応時間は 60
分とした｡
最大反応速度 (V m ax) と Micha elis定数 (Km) は第Ⅰ革と同様にEadie- Hofsteeplot
'
か ら求めた.
3 R- およびS- M PBの 4-hydr o xylatio n および N- dem ethylatio n活性とS- M P の4
'
-hydr o xylation 活性
､との 相関
10 種 の 鼻な る ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ムを用 いて ､ 100pM の R
- お よ び S- M PBを基質 とした時の 4-
hydro xylatio nおよびN -demethylation 悟性と100tLM の S
- MPを基質とした時の 4' -hydroxylation 活性
を求めた.S- M Pの 4
'
- hydro xylation活性 とR- およびSI MPB の4- hydro xylati〔,n およびN- de methylatio n
活性 との 関係はSpe ar ma nの順位相関 (rs) により評価 した｡
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4 R- M PB の 4-hydroxylation および N- dem et hylation括性におよぼすS- MP の影響
5 0､ 100､ 200トLM の R- MP Bを基質としS- MP を0､ 25, 50､ 100､ 200LLM の各濃度で添加 した時の
R- MP]∋の 4- hydro xylatio nおよびN - dem ethylatio n活性を測定 し､ Linew e av er- Bu rk plotより阻害様式
を調べ たo また､ その 阻害定数 (Ki値) は Dixon plot(61) により求めた .
S- MP の 4' - hydr oxylation 階性におよぼす R- MP B の影響
50､ 100､ 200LLM の S
- M P を基質 とし､ R- MPBを0､ 50､ 100､ 200.pM の各濃度で を添加
した時の S- M P
の 4+hydroxylatio n括性を測定 し､ u ne w e a v er - Burkplotより阻害様式を調 べ た｡ また､ そ の K i値はDix o n
plot(61) により求めたo
6 R - お よびS- M PBの 4-hydroxylation お よびN -dem ethylation 活性にお よぼすウサギ抗ヒトC Y P2C抗
体の影響
基質 (R- お よびS- M PB) と NAD P H生成系を含 まない反応溶液中にウサギ抗ヒトCYP2C 抗体あるい は
ウサギ正常抗体をミク ロソ - ム蛋白1 m gあたり0 - 2 m g添加し､ 室温で 30分間放置したo lOOトtM の R
-
および S- MP B と NA DP H生成系を 加え た後 ､ 37℃ の 恒温漕中で 反応させ R- および SI M PB の 4
-
hydrox ylatio nおよびN -dem ethylation 活性を測定した D なお ､ こ こで用い た抗体は第I章 とは異なる が ,
ミ クロ ソ ー ム 蛋白 1 m g あた りウサ ギ抗ヒ ト CY P 2C 抗体 2 m g を添加する こ とに より､ S
- MP の 4' -
hydroxylatio n 悟性を 90 %以上阻害する こ と､ また ､ CY P2C 9 により触媒される ジク ロ ブ エ ナ ッ クの 4
1
hydr o xylatlon 括性 に対 しても同等の 阻害作用を示す ことを確認したo
ヒトCYP発現系にお けるR- およびS- M P Bの4- hydroxylation 活性
8種の ヒ トC YP発現系 (蛋白濃度1.0 m g/ml) に つ いて ､ それぞれ100トLM の R
- およびS- M PB ととも
に37℃ の 恒温漕中で 120分間反応 させ H
- MPB の生成量を測定した ｡
統計解析
得 られた結果は平均値± 標準偏差で表わし たo E M と P M よ り得た肝 ミク ロ ソ
- ム にお ける kinetic
pal
･
am ete r(表1) あるい は酵素活性 (表2) に関する相違は Man n
- W hltney検定によ り統計的に評価 したc
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酵素活性の相関 (図Ⅱ - 6) はSpe ar m a nの順位相関(r5) により評価したo D 値につ いて は0.05以下を有意
とみな したo
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第2項 実験結果
R- M PBの 4- hydrox ylatio nお よびN -dem ethylatio nに関する速度論パ ラメ ー タ -
7種の 島な るヒ ト肝ミクロ ソ - ム (E M:4検体 ､ PM :3検体) につ いて ､ 40 - 30 0pM の R - M P Bを基質
と した時の 41 hydr oxylation および N- de m ethylatio n 活性を検討 した｡ 得られたEadie - Hofste eplots は
いずれも直線性を示 した (図Ⅱ -5).｡
A. 4-Hydr o xylation
1 5 0 0
′ 一 ヽ
ゝ ■
.⊂ーー
ロ)
≡
､ .
ー
■■ ■ l■
0
≡
a .
ヽ■ ■■ノ
>
1 2 0 0
9 0 0
6 0 0
3 0 0
0
0 5 1 0 1 5 2 0
V(pm o[/mg/hr)/SOJM)
B. N･Dem ethylation
1 5 0 0
1 2 0 0
′ - ヽ
I_
J=
＼
ぎ 9 0 0
､
75-I.I
∈ 6 0 0
普
>
3 0 0
0
@ P M
O E M
◎
◎
0 ･5 1 0 15 2 0
V(pm o[/mg/hr)/SOJM)
Ffg. Ⅱ ･5 . Repres entativ eEadie- Hofste ep[otsfor4-hydro xylation(A)a nd N-de m ethylation(B)of R-M P B in
hum a r川ve r micr os om es obtainedfro mputativ eE M(ope n circJe)a nd P M(clo s ed circle)ofS- M P.
そ こで ､前述 した式(2)の解析法に基づきkln etlcpar a meter(K m , V m ax) を求めた(表1)｡4
- Hydr o xylatio n
の Km はP M群が E M群に比較して約6倍高い値を示 したが (354土98vs64土20pM)､ V m ax に つ いては
p M群と E M群の 間で有意な差は見られなか っ た (1･0土0･5 v sl･3士0･2 n m ol/mg/hr)o さらに､ Vm ax/Km
はP M群が E M群に比較 して 約1/7 と低V)値を示 した (3.0 土 2.1 v s20･8 土 5･6 il/m g/hr)o
一 方 ､ N -
Dem ethylatlon に関して は ､ Km(1 2 20土916vs706土1 94pM)､ V m ax(4･0土1･O vs3･3土 1･On mol/m g/hr)
およびv m a x/Km (4. 1土1.6 ys 4.7 土1.1il/m g/hr)の いずれにおV)てもP M群とE M群の 間で有意な差は
見られなか っ たo
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Tablel･ Michaelis- M e nte nkineticparam eters of4-hydr o xylatio n andN-de methylatio n ofR- m ephobarbital
insev en hu m anliv ermicro som es.
E M(n = 4)
Pathw ay
Kn Vm a x v m ax/Km
仙M) (n m ol/mg/hr) Oil/mg/hr)
P M(n = 3)
Km Vm ax V m ax/K皿
DIM) (n m ol/m g/hr) oil/mg/llr)
4-Hydro xylatio n 64 ± 2 0 1.3 ± 0.2 2 0.8 ± 5.6 35 4± 98
* 1.0 ± 0.5 3.0 ± 2.1*
N- De m ethylation 706j=194 3.3 ± 1.0 4.7j=1.1 1220 ±916 4･0 ± 1.0 4.1 ± 1.6
Expr ess ed as me an ± S. D.
*
p<0.05c o mpared with EM .
2 氏- およびS- M PBの4- hydroxylatlon および N-dem ethylation 括性とS- MP の4! -hydr oxylation悟性と
の相関
l
図Ⅱ - 6に示すように ､ S- MP の 4' - hydroxylatio n活性 とR- M PB の 4- hydro xylation 悟性との 間には極め
て高い 正の 相関が存在 し卑が (rs - 0･952, p<0･05), N -dem ethylation 活性との間には相関が得られなか っ
た (rs - 0･600, p>O105)o 一 方 ､ S- M Pの 4
'
- hydroxylation悟性に対し､ S- M PB の 4- hyd
.
r o xylatio n陰性は
有意な相関を示 したが､ 相関係数畔低か っ た (rs - 0.697, p<0.05)o また､ N- de m ethylatio n活性の間には
有意な相関は得られなか っ た (rs ≡ 0.2 4 8, p>0.05)0
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3 MP B の 4- hydr o xylatio nおよび N- de m ethylatio nにお ける立体選択性
R- お よびS- MPB (各100ドM) を基質とした時の4- hydr 亡'Ⅹylation 活性およびN -dem ethylation 活性よ
り, S- M PB の酵素活性 に対する R∵M PBの酵素滑性の 比 (R/S l･atio) を 4- hydro xylatio n およ び N-
de methylatlon に つ いて それぞれ求め た(表2). S- M P のEM から得たミクロ ソ - ム で は ､ 4- hydr oxylatic'n
に関する R /Sl-atlo がP Mか ら得たミクロソ - ム の約3.5倍高い値を示した (13.5 土5.2 v s3.82 土 2.i)o 一
方､ N- dernethylation に関する R/S ratio は1 に近く､ 両群間で差は見られなか っ た (1.29土0.2 vs 1.07土
0.2)｡
Table2･ 4- Hydro xylatio n alld N-de m elhylaliollactivites of R- alld S- m ephobarbitalal-〔11lleIVS1
.
atio･
良- Mepl10barbital
PhellOtyPe
4-Hydr o xylatio II N-De m ethylatjo n
(n m o1/mg/hr) (n m oI/rrlgPlr)
s- Mepl10barbital R/Sratjo
昏
'
41ftydro xylatio n N- Dem ethylado n 4-I-Iydr o xylatio n ”- De m ethylado n(n m o1/mgnlr) (n m ol/mgnlr)
P M
¢l = 3)
EM
(n = 7)
0.53± 0.09 0.42±0.19 0.07a:0.03 0.38 ± 0.13 3.82a:2.1* 1.07±0.2
1･66±0･87 0-S9±0･12 0.13±0.04 0.46±0.08 13.5± 5.21･ 1.29±0.2
Expressed as m e an ± S. D .
S:Tle ratio ofthe 4-llydr oxylatio n orN-de m ethylatioll activities of R- m epllObarbitaltotllOSe OfS- mephobarbilal.
* :p <0･05c o mparedw.il血EM ･ T･: pく 0･05c o mparedwi也 N-de m etbylatioll.
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4 R- MP Bの 4-hydroxylatio n括性におよぼすS･- M Pの影響およびS- M Pの 4
'
- hydro xylatio n悟性におよ
ぼす R- M PB の影響
R- M PB はS- M Pの 4+hydro xylatio n活性に対 して競合的に阻害 し､ そ の Ki値は 3 4.4 pM であ っ た (図
Ⅱ - 7A) a S- M PもまたR- MPBの 4-hydrox ylation 活性を競合的に阻害し､ そ の Ki値は 10 3.0 rlM であ っ
た (図Ⅱ - 7B) o 一 方､ RT M PBの N- dem ethylatio n悟性はS- M Pの添加では全く阻害されなか っ た o
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5 R- お よびS- MPB の 4- hydrox ylatio n お よび N
- dem ethylation 活性におよぼすウサギ抗ヒトCY P2 C抗
体の影響
ウサギ抗ヒトCY P2C抗体の添加 (2mg/mgミク ロソ - ム蛋白) により R- M PBの 4- hydrox ylatio n活性
は同量の ウサギ正常抗体の添加時に比較し96 % と強く阻害されたが､ S- MPBの 4-hydro xylation 活性の 阻
害は 2 1% と弱いもの であっ た (図Ⅱ丁8 A)
一 方､ R- お よびS- MP Bの N- de m ethylation 活 性はい ずれ もウサ
ギ抗ヒ トC YP 2C抗体による阻害を全く受けなか っ た (図II- 8 B) o
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ヒトC Y P発現系にお ける R - およびS- MP B の 4- hydr o xylatio n活性
100 卜M の R- MPB を基質とした場合の H- MPB の生成は ､ C YP 2C19発現系にお いて 認め られ たが (1.4
n m ol/m g/1 20 min), 他の 7種の ヒ卜CY P発現系では H - M P B の生成は認められなか っ た Q S- M P Bを基質
と した場合には､ 検討したいずれ の ヒトCYP発現系におい ても H - M PBの 生成は認められなか っ た (表3) a
Tab]e 3. The fo r matio n of 4-hydr o xym ephobarbital fr o m
R一 皿 ephobarbital by micr o s o m es 丑om hu man B-1ympboblastoidc ells
expr esslnghu m a nC Y P is oforrns･
C Y P is ofo r m 4-Hydroxyl皿 epbobarbital
nm ol/mg/12 0min pmol/pm oIP 450/12 0 Tlin
1A 2
2A6.
2B 6
2 C19
2D 6
2E1
SA 斗
N D
ND
ND
1.4
N D
N D
N D
ND
N D
N D
82.8
N D
ND
ND
R- m ephoba rbitalw asinc ubated for120 min at3 r Cwith micr o s o mes
(1･O mg血1)血om 血u m an B-1ymphobla stoidcells expre s singC Y P･
N D;n otdetected.
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第3項 考察
今回 の ヒ ト肝ミク ロ ソ ー ム を用Vlた検 討により ､ R- M PBの 4-hydroxylatlo n活性 と S- M Pの 4, -
hydro xylatio n活性 との 問には非常に高い相関が存在するこ と (図Ⅱ -6) I S- M Pの P Mから得たミクロソ
- ムでは R - M P B の 4- hydr oxylatio nに関する Vmax/K m が EM から得たミク ロ ソ - ム の 億に比較して著 し
く低い こと (表1) ､ ウサギ抗ヒ トCYP2C抗体により R- M PBの 4- hydr oxylation 活性が強く阻害された こ
と (図Ⅲ - 8) ､ R- MP BとS- MP はそ れぞれの 4- hydro xylatio n悟性を相互に統合的に阻害する ことが明ら
かとな っ た(図Ⅱ - 7)o これら の結果は､ R- M PB とS- M Pの4-hydr oxylation が同 一 の酵素すなわちCY P2C19
により触媒される こ とを示唆して いる と考えられるo ヒト肝ミクロ ソ - ムを用いたR- およびS- M PBの代謝
に関しては これまで報告がない が ､ M P(ラセミ体) の 4' - hydro xylatio n滑性に対 して MPB (ラセミ体) が
競合的に阻審する こ とは明らか にされて い る (64)o こ の報告は今回の R- MPB がS一山p の 4, - hydroxylatlon
活性を競合的に阻奪した糖果とよく 一 致しており､ R- M PB の4-hydr 喝 ylation に C YP2C19 が関与する可
能性を強く支持するもの である o
さらに､ ヒトC YP発現系を用Vlて行 っ た実験結果は, R- MP Bの 4- hydl･0Ⅹylation がC YP2C19発現系に
Lおいての み触媒される こ とを示 してい る (表3) ｡ この ことは ､ R- M PBの 4- hydroxylatio nがS- MPの 4, -
hydr o xylatio n と同様にC YP2C19に特異的な代謝反応であることを強く示唆してい る｡ しか し､ R - MP B の
4-hydr ox ylatio nに関するV m ax はS- MP のP M から得たミク ロ ソ - ムと E Mから得た羊タ ロ ソ - ムとの間
で有意な差が見られなか っ た (表1) o R- M PBの 4- hydro xylatio nに関する Km に つ い ては ､ そ の平均値
がS- M P の PM から得たミ クロ ソ - ムでは E M から得たミクロ ソ - ム の約5.5倍高い値であっ たo これらの
結果よ り､ ヒト肝ミク ロ ソ - ム における R - MPBの 4-hydr o xylation には C YP2C19が主要に関与して い る
もの の ､S- MP の PM から得たミク ロ ソ - ムで はCY P2C19 とは鼻なる低親和性酵素が関与 して uる可能性が
示唆された ｡ しかし, PM から得たミク ロ ソ - ムでは R- M PBの4- hydr oxylation に関するVm ax/Km は E M
から得たミクロ ソ - ム の 約1/7 と低い値である ことよ り, 低親和性酵素によるR - MP B の 4- hydr ox yla‾tion
に関する代謝効率は低い もの と推察された ｡ こ の親和性の低い酵素がどの C YP分子種であるかは不明である
が ､ c yp2C19以外の 7種の ヒトC YP発現系 (C YPI A2, C YP2 A6, CYP2B 6, CYP 2C 9, CYP2D6, C Y P2 El
および c y p3A 4) で は R- MPBの 4- hydroxylatio n活性が認められなか っ た ことより(表3) ､ これ らの C YP
分子種が触媒してVlる可能性は低い もの と考えられたo
MP B の4- hydr o耳ylatio nにお ける立体選択性につ い ては , E Mから得たミクロ ソ - ムの R/Srati⊂, が13.5
と高い 値を示 したの に対 し､ PM から得たミクロ ソ - ム の R/S ratioは3.8 とEM か ら得たミクロ ソ - ム の
1/3以下であ っ た (表2) o この結果はE M における RI M PBの 411ydro xylati(⊃nがPM に比較してより選
択的に進行する可能性を示唆して い る . 実際､ K upfe rと Bran ch(41) の報告では , EM にR- MP Bを投与し
た場合には H- MPBが尿中に排恨され たの に対し, S一山pB を投与した場合には H - MP Bが尿中にほとんど排
61
壮され なVl と されて お り今回の 結 果 と よく - 致する o 以上 よ り ､ CY P2C19 を介 した R
- M P Bの 4-
hydr oxylation は1n vltT Oと1
'
n vlvo のい ずれ におい ても立体選択的に進行する こ とが強く示唆された o
ヒ トにお けるS十MP Bの 4-hydroxylation を触媒する酵素は､ 著者の 知る限りでは現在の ところ特定され
て いな い o 今回 の検討では ､ SI MP B の 4- hydro xylation 活性 とS- M P の4
'
- hydr o xylatio n活 性との 間に低
いなが ら有意な相関が得られ (図Ⅱ -6) ､ ウサギ抗ヒトCYP 2C抗体により S - MP B の 4
-hydroxylatio n 活
性は若干阻害された (図Ⅲ - 8) o これらの ことより､ S- M PB の 4- hydr o xylati〔,n にも
- 部CⅥ '2C19 が関
与して い る可能性が考 えら れた o . しか し ､ S- M Pの E M から得たミク ロ ソ - ム における S
- M P Bの 4-
hydro xylatio n 劉生は R- MPB の 4-hydroxylatio n活性の i/10 以下である こ と (表2) ､ E M の健常人 に
s- MPBを投与 した場合には尿中に H - MPB がほ とん ど排他されない こ と (4 1) を考えあわせ る と､ S
- M PB
の4-hydr o xylation の 代謝効率は R- M PBの4-hydr oxylation に比較して著 しく低いも.の と考えられたo
一 方､ R- およびS- MPB の N -de m ethylation に関しては ヒト肝ミク ロ ソ
- ム における代謝括性が S- MP
の 4
,
- hydro xylatio n掛生に対レて 全く相関しな い こ と (図Ⅱ
-6) ､ ウサギ抗ヒトC Y P 2 C抗体 (図Ⅲ - 8) お
よびS- MP の添加による影響を受けな い ことか らCYP2C19 はほ とんど関与して いな い と考えられたo
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第4項 小括
ヒト肝ミク ロ ソ - ムお よびヒ トC YP発現系を用いて MP B の立体選択的代謝とCYP 2C19の 関係を検討 し､
以下に示す結果を得た｡
1･ ヒ ト肝ミク ロ ソ - ム にお けるS- M P の 4' - hydroxylaL-io n活性と R- MPlヨの 4- hydr o町Iatio n括性との間
には極めて高い相関が存在 し､ ウサギ抗ヒトC YP2C抗体は､ R- MPBの 41-hydr oxylatio n悟性を弓轟く阻
害 したo また､ S- MP は R- MP B の4-hydroxylatioll 活性を競合的に阻啓し､ R- MPB も S- M Pの 4:, -
hydroxylation 活性を競合的に阻馨したo
2･ S- M P Bの 4- hydroxylation 措性に対する R- MPBの 41 hydr o xylation 活性よりR/Sratio を求めたとこ
ろ , その 値はS- M P の E Mから得たミク ロ ソ - ムで PM から得たミク ロ ソ ー ムめ約3.5倍高い値を示し
た o 一 方､ N-de methylation に関するR/S ratio は､ EM およびPM から得たミク ロ ソ - ム の いずれに
おい ても 1に近い値であっ た｡
3･ S- M Pの 4' - hydroxylation 活性と R- およびS- MP B の N- dem ethylatio n悟性との 間には全く相関が得
られず､ R- お よびS- MP B のN- de m ethylatio n活性はいずれもウサギ抗ヒトCYP2C抗体により阻害さ
れなか っ たo
4･ R - M P Bの 4-hydro xylation 活性は8 種の ヒトC YP発現系 (C YPI A2, CYP2 A6,
､
C YP2 B6, C YP 2C9,
C YP 2C19, CYP 2D6, CYP2Elおよびc yp3A 4) のうち､ C YP2 C19 にのみ認められたo
以上 の 結果よ り , R- M PB の 4-hydr o xylatlo n には CYP2C19 が主要な代謝酵 素と して関与する こと ､
CYP 2C19を介した MP Bの 4- hydr o xylatio nには立体選択性が存在し､ R体の4-hydr o xylatidn 活性が S
体に比較して高い こ とが明らか とな っ たo 一 方､ R - およびs- MPBの N- dem ethylation にはCY P 2C19の 関
与は低く ､ 立体選択性が認められない ことが明らか となっ た｡
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第3節 健常人にお けるメホバル ビタ ー ルの立体選択的体内動態
第1項 対象および方法
対象
健常な日本人 10名(♂5名､ ♀5名) を対象に､ ラセミ体として MPIOOmg あるい は50mg(Mesantoin ,
Sandozln c. , Ea stHa n over, N.J.) を港口投与して フ エ ノ タイ ピングを行い (1 2)､ そ の FPカ1ら女性ボランテ
ィ ア2名 (E M､ P M各1名) を選択し被験者としたo
投与方法および投与量
被験者には早朝空腹時に M PB (ラセミ体) 200m g を200mlの水と ともに服用させた｡
採血お よび採尿
服用前お よび服用後0.5､ 1､ 1.5､ 2, 3､ 4､ 6､ 8時間および1､ 2､ 4､ 5､ 6､ 8､ 1 2､ 2 1日目に前腕静
脈か ら採血 し血紫を分離した｡ また ､ 服用前および服用後0 - 8､ 8 - 2 4時間毎に蓄尿した ｡ 得られ た血紫お
よび尿試料は軌定まで - - 20 ℃で冷凍保存 とした｡
4 R- およびS- M PBの血興中濃度測定
4- 1 試薬
セ コ パル ビタ - ルは東京化成工業 (釆京) よ り購入 した｡ その 他はすべ て第 1節と同じ方法で入手した も
の ､ も しくは市販の もの をその まま用い た ｡
4- 2 抽出方法
冷凍した血紫は室温で解凍した. 血紫 0.5 ml を共栓付きガラス遠沈管 に取り､ 10LLg/ml セコ パル ピタ
- ル ( 内部標準物質)50LLl､ ジクロ ロ メタン 5 ml､ および O12M リン酸
- 水素 か+ウム溶液 100LLlを加
え 10分間撹拝した｡ 1,610gで 10分間遠心 した後 ､ 上層 (水層)を吸引除去 した｡ 残存 した有機層を新し
いガラス試験管に移し､ VC-360型遠心式濃縮器 (大洋化学工業､ 東京) を用い て 40 ℃で減圧乾固 させた 3
残漆に H PLC用の移動相溶媒 200トLlを加え撹挿溶解したoO.45LL m フ ィルタ
- (Gelm anScien ce, USA) で
64
渚過 し､ そ の 20plを H P LC試料としたo
4-3 R- お よびS- MP B の定量
R- お よびS- M PB の定量は HⅠ)L C- U V法により行っ た ｡
カラムは光学異性体分離カラム (T S K- GE L E N A N TIOO VM､ 4.6× 150m rn, 釆ソ - ､ 束京) を用い た o
移動相には25 m M リ ン酸カリウム綬衝綬 (pH 5.0)とエタノ - ルを100:7.5(Ⅴ/v) の 割合で混合したもの
を脱気させ て 用い ､ 流速は 1.0 ml/millと した ｡ また､ 検出波長は2 1511 汀1とした ｡ その他の HPLC条件は
第1節と同様 としたo
検最線はR- およびS- MPB の各渡度が 0.1 - 0.8ト噌/mi となる範囲で作成したo M P B(ラセミ体) の標準
溶液をブランク血購に加え, 上記の方法によ り抽出および測定を行 っ た. M PB(ラセ ミ体) は R- およびS-
M P B の等量混合物である ことより ､ R- およびS- M PBの検盈線は添加したM PB(ラ
●
セ ミ体) の 1/2 の洩度
として内部標準物質に対するそ れぞれの ピ - ク高さ比を最小二乗法により直線回帰して得た｡ この検畳練を
用いて未知試料における濃度を求めた｡
5 P B の血婦中演度測定
5- 1 試薬
第1節と同じ方法で入手 したもの , も しくは市販のものをその まま用いた｡
5- 2 抽出方法
冷凍した血 熟ま室温で解凍した｡ 血奨 0.5 ml を共栓付きガラス 遠沈管に取り､ 20 岬/mi シク ロ)†ル ビ
タ ー ル (内部標準物質) 50LLl, ジク ロ ロ メタ ン 5ml､ および o･2M リン酸二水素か) ウム溶液 10Oplを
加え10分間撹拝 したo 1,61 0g で 10分間遠心した後, 上層 (水屑) を吸引除去した ｡ 残存 した有機層を新
しいガラス 試験管に移し､ VC -360型遠心式演縮器 (大洋化学工業, 束京) を用い て 40 ℃ で減圧乾固させ
たo 残漆に H PLC用の移動相溶媒300L1 を加え撹拝溶解 したo0.45岬1 フ ィルタ ー (Gelm anScien ce, US A)
で渡過し､ そ の50plを HP LC試料としたo
5-3 P B の定量
検出波長を2 15n mと した以外は第1節と同様に行っ たo 検量練はP Bの標準溶液を用い て0.1 - 0.8 将/ml
の濃度範囲で作成した ｡
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6 尿中 H - M PBの測定
6- 1 試薬
β - ダルク ロ ニ ダ ー ゼ (n7pe H - 2) は Sigm a (米国) より購入 したQ その他はすベ て第1 節と同じ方法
で入手 したもの , もしく は市販の もの をそ の まま用い た o
6- 2 抽出方法
冷凍した尿は室温で解凍した｡ 尿試料0.1 ml を共栓付きガラス遠沈管 に取り ､ 0･1M リ ン酸 か+ウム緩
衝液 (pH 5.0) に溶解 したβ - グルタ ロ ニ ダ - ゼ (5000unit/ml)100pl を添加 した o 37℃ で2時間反応さ
せ る こ とによ り､ 尿試料の脱抱合を行 っ たo これに ､ 20LLg/ml シクロパル ビタ - ル ( 内部標準物質)50LLll
ジクロ ロ メタ ン 5 ml､ 塩化ナ トリウム 3 0m g を加え 10分間撹拝 したQ 1,610gで 10分間遠心した後､ 上
層
･( 水屑)を吸引除去 した o 残存 .L/た有機層に 0.5 N水酸化ナトリウム溶液 2 ml を加え 10分間撹拝した o
1,610gで 10分間遠心 した後 ､ 上層 (水屑) 1.5 mlを別の共栓付きガラス遠沈管に移 したo これ に35 %塩
酸0.1 ml とジク ロ ロ メタン 5ml を加え10分間撹拝した ｡ 1,610gで 10分間遠心した後 ､ 上層 (水層)杏
吸引除去 した D 残存した有機層を新 しい ガラス試験管に移し､ VC
-360 型遠心式濃縮器 (大洋化学工業､ 東
京) を用いて40℃で減圧乾固させた｡ 残液に H PL C用の移動相溶媒100LLlを加 え横枠溶解 し､ そ の 20 Lil
を HPLC試料 とした ｡
6- 3 H - MPBの定量
移動相の 流速を0.8 ml/min とした以外は第1節と同様に行っ た . 検量線は H
- MP B の標準溶液を用い て
o.5 - 5 岬/mlの潰度範囲で作成 した｡
7 薬物動髄パ ラメ - 夕 + の解析
血紫中からの R- M PB､ S
- M PB およびPBの消失速度定数 (klO) は血婦中濃度時間曲線の濃度の みを対数
プロ ッ トした時に､ 最小 二乗回帰分析により直線として得られる消央相の 傾きよ り求めたo それらの 消央半
減期 (tl/2) はtl/2
= 0･693′klO として計算した｡ R
- MPB､ S- MPB お よびpB の血衆申渡度時間曲線下面積
(A UC) につ い ては最終測定時間 (t) まで の A UC(0
- t) は台形法により求め ､ それ以降無限大までの AUC
(t - ∞) は最終測定時間の血奨申渡度をklOで除することにより算出し､ A U C(0
- cb) は両者の和 として求
めたo R∵M P BおよびS- M PBの全身クリアラ ンス (C L) は CL
- 投与量 /AUC(0 - ∞)/体重よ り求めた D
M PB200mg 中には 恥 MP B とS
- M PBが等量含まれて いる こ とか ら ､ R
- M P BおよびS - MP B の投与量はそ
れぞれ 100mg とした｡ R∵M P B､ SrMPBおよびPBの最高血婦中磯度 (Crn a x) は得られた血奨中濃度の 最
66
高値とし, 最高血73A
'
申渡度到達時間 (tm ax) はCm a xに到達した時間としたo ‡トMPB の 尿ql排壮率は M PBの
投与量 (2 0 nlg) に対する%をモル 当量で補正した｡
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策2項 実験結果
タ ロ マ トグラム
図Ⅱ - 9 にブランク血紫 (心 ､ 既知量の MP Bおよびセ コ パル ビタ ー ル を添加 した血紫 (B)および被験者よ
り得られた血購 (C) を前述した方法 (Ⅱ -3- 1 - 4) に従い抽出､ 測定して得られたク ロ マ トグラム を示 したo
各薬物 の保持時間はセ コ パル ビタ ー ル ､ S- MPB､ R- M P Bの順 に6.4分､ a.0分 ､ 1 0.2分であ っ たo
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Fig. Ⅱ ･9 . Repres e ntativ echrom atogranlS Obtad
-
n edfrom blankplas m a(A),blankplasnl aSPiked withrac emic
M P Band P B togiv eafin aJc onc entration of2JJM ofeach(B)a ndplas ma obtaJ
.
n edfro ma P Mat 5 days afte r
a n o r aldo s e of2 0 0nlgraC e micMPB(C). pe aks:1 ≡ PB;2 = I.S.(s e c oba rbitaJ);2 = S- M P B;3 = R- M P B.
6 8
図Ⅱ - 10 にはプラ ンタ血祭 仏)､ 既知量の PBおよびシク ロ パルビタ 1 t,を添加 した血紫 (B)お よび被験者
より得られた血祭 (C) を前述した方法 (Ⅱ - 3- ト5) に従い抽出､ 測定して得られ たタロ マ トグラム を示 し
たo PBおよびシク ロパル ビタ - ル の保持時間はそれぞれ14.6分および19.2分で あっ た｡
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Fig･ Ⅱ ･1 0･ Repre s entativ echro m atogra ms obtained fro mb一ankplasm a(A), b一a nkplasm a spiked withP B to
give afin aJc o ncentratio n of2IJM(B)andp)as m aobtaJ
-
n edfro m aP Mat 21 days afteran ora一dos eof2 0 0mg
racemjcM P B(C).pe aks:1 = P B;2 ≡ .i.S.(cycJobarbjtal).
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また､ 図Ⅱ - 11 にブランク尿 (A)､ 既知畳の H - M PB お よびシクロパルビタ - ル を添加した尿 (B)および被
験者よ り得られた尿 (C) を前述 した方法 (Ⅱ -3- 卜6) に従い 抽出､ 測定して得られたタ ロ マ トグラムを示
したo H - M PB およびシク ロパル ピタ - ル の 保持時間はそれぞれ 13.1分および19.3 分であ っ たo 全 ての薬
物の ピ ー クは良好に分離された ｡ 血媒､ 尿の い ずれ も前述の 抽出処理 により他の 妨害物質は除去されたo
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Flg. Ⅱ ･11 . Repr e s e ntativ e chro m atogr a m s Obtainedfrom b一a nk u rin e spiked with H
- MPBto giv e afinal
co nc e ntratio n of5〃g/ml(A),bla nkunne(B), a nd u rin e obtained fro m aE M betwe e n8 a nd 2 4 hr afte r a no raJ
dos eof20 0mgr ac e micM PB(Cトpeaks :1 - H- MP B;2 ≡ l･S･(cyclobarbital)I
また､ R- M P B, S- MPB､ PBおよび H - M P Bの 検量線につ いてはい ずれの 薬物も相関係数は0･999以上 と
良好な直線性を戻したc 血典中の R- M PB､ S- M PBおよびPBの換出限界はい ずれも0･02 岬/mlであり ,
尿中の H - M P Bの検出限界は0.l汀g/miであっ たo
7 0
2 R- MPB､ S- MP Bお よびそ の代謝物であるP B の血紫中洩度推移
R- M PB､ S- MPBおよびPB の血媒中洩度推移をそれぞれ図Ⅱ -1 2 の A､ B､ Cに示 した. 血紫中 R- MPB
濃度は投与後すべ て の採血 点にお いてP Mは E M に比較して著しく商Vl値を示 した o E M では投与後2日E3
に検出限界以下 (Le. , < 0.02pg/mi) となっ たの に対 し､ PM で は投与後 12日目 まで測定可能であっ た o
s- M PB に関しては EM とPM ともに頬似 した血舛申渡度推移を示 した oEM で はP M に比較してqnaxが若干
遅れたもの の ､ Cm a xはP M とほぼ等 しい値を示 したo PBの 血紫申渡度は投与後投与後すべ ての採血点におい
て PM は E M に比較して高い値を示した｡ また､ いずれも投与後21日目まで判定可能であっ たo
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3 R - MPB, S- M PB お よびそ の代謝物であるPB の血中動態解析
EM とP M における R - MPB､ S- MPBお よびPB の血中動態パ ラメ ー タ ー を表4にまとめたo R - MP王∃に関
する血中動態パ ラメ ー タ - はすべ ての項目につ いて E M とPM の 間に明らかな相逮が絡められた o P Mでは
E M に比較して R - MPB の Cm a xおよびAU Cがそれぞれ5.5倍および40倍高い値を示 し､ tl/2 も5 倍以上延
長してい たQ CLは P M が E Mの約 1/40 と著しく低 い値を示 したo S- MPB の Cm a x､ tl /2､ AU C および c L
はい ずれ もE M とPM の 間に顕著な差は経められなか っ たo P Bの Cm axとA U C につ いて はP MがE M に比絞
して2 倍以上高い値を示したが ､ tl/2 につ いては E MとPM の間で差が認められなか っ た｡
7 1
また ､ H - MPB につ いて はいずれの 被験者におい ても得られた血婦中では検出限界以下であり､ そ の存在
は確認 し得なか っ た｡
Tab)e4･ Phar m a c okin eticpar ameters of R- a nd S- m ephobarbital and phe n obarbital
血 E Ma nd aP Mof S- M P.
co mpo u nds Phen oty pe 謡1)
t
(
m
h
a
r;
t
(i
/
r
2
) ぷr7ml) (.h
C
r
L
kg)
氏- Mephobarbital E M 0.08
P M 0.44
S- M epbobarbital
Phenobarbital
E M 0.36
P M 0.30
E M 0.16
24
20 1.9 1.17
109 77.9 0.03
24 89
8 60
144 186
P M 0.44 144 166
56.4 0.04
34.1 0.06
64.3
162.7
4 H - MP Bの尿中排他
投与後24時間まで の H - M PB に関する累積尿中排他率をEM とP Mで比較したo M P B投与後8 時間まで
の尿中排惟率はE Mが 1.6 % であっ たの に対 し､ P M では検出限界以下であっ たo 投与後 8
- 2 4時間では ､
E M お よびP M における‡トMPB の尿中排滑率はそ れぞれ2.6 % および0･0 7% であっ た ｡ 投与後 2 4時間まで
の累積尿中緋鯉率はE M が4.2%､ PM が0.07% とE MがP MO?6 0倍高い値で あ っ たo 血祭中の 主要代謝物
で あるPB はいずれの被験者において も尿中には検出されなか っ たo
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第3項 考察
今回の糖果 より､ S- M Pの PM では M PB(ラセミ体) を服用した時の R- MPB の血媒中か らの 消失が E M
に比較して著 しく遅延して おり (図Ⅱ - 12A) ､ H - M PB の 2 4時間尿中排他率が E Mの 1/60 以下である こ
とが明らか となっ た o これ らの結果より ､ 1n vl
'
vo にお けるR- M PBの 4- hydr o xylation にCYP2C19が主
要な代謝酵素として 関与 して い る こ とが強く示唆されたo 一 方､ S- M P B の血婦中洩度
一時間推移は E MとP M
の間で鎮著な差は認められなか っ た(図Ⅱ - 12B)o こ の ことより, S- M P Bの血紫中からの 消炎にはC Y P2C19
がは とんど関与しない こ とが示唆されたo これら 1n vlv o で得られた知見と籍2節で述べ た l
'
n vltl･0 の知
見を考え 削っせる と､ ヒトにおける R- MP Bの代謝(4- hydro xylatlon) にはC YP2C19が主要に関与してお
り､ S- M PBの 代謝には C Y P2C19以外の酵素が関与して いると考 えられたo
E M における MP B の体内動態 はR体とS体で大きく異な り､ 血源からの消失は R二M P Bの方がS- M PBに
比較 して速や かで あっ た o 一 方､ PM では MPBの体内動態にR体とS体の相違は認められなか っ たo この こ
とより ､ E M に観められる R- M P B とS- M P B の体内動態における相違はC Y P2C19 による M PBの代謝速度
に立体選択性が存在する こ とに起因してい る と考えられたo この 事は第 2 節の 1
'
n vl
'
t･1
･
0 の締果とよく - 致
する o ･ すなわ ち ､ E M か ら得 た ミク ロ ソ - ムセは R- M PB の 4-hydr oxylatio n 悟性 が S- M P Bの 4-
hydr ox ylation 活性の 10倍以上高い倍を示すのに対し､ N - de m ethylatio n括性に関して は R体とS体でほ
ぼ等しい o また､ PM から得たミク ロ ソ - ムでは, S- M P Bの 4-hydroxylation 活性に対する R- M PB 4-
hydro xylation 活性の比が E M から得たミク ロ ソ - ム の 1/3以下であり､ N-dem ethylat
･1on滑性に関しては
E Mから得たミ クロ ソ - ム と同様に立体選択性が認められなL,)o 以上 ､ 今回得られ たL
'
n vlv o と1n vltTO の
知見を考えあわせ ると､ E M に認められる R- M PB とS- M PBの血焚か らの消失速度の相違は ､ CYア2C19 に
よる R - MPBの 4- hydr oxylation 速度に起因するもの と考えられたo
MP Bの もう 一 つ の 代謝物で あるPB の血典中濃度は ､ 投与後すべ て の採血点でP Mが E M に比較して商い
値を示 した (図Ⅱ - 1 2C) ｡ 第2節の]
'
n vl
'
tT Oの 結果では､ M PBの N- de m ethylation階性は立体選択性が低
く ､ S- M Pの PM とE M か ら得たミクロ ソ - ム の 間で の差畳もはとんど認められなか っ たo これらの結果よ
り, E M で は R- M PB が立体選択的に 4-hydro xylation をうけて体内か ら速や か に消失する ため ､ N-
dem ethylation による PB の 生成はS- M PB のN- de m ethylatlon 活性に依存するの に射し､ P M ではR - M PB
が4- hydl
･
0 Ⅹylation をうけにくい ため ､ PBの 生成にはS- MP Bに加えR- MPB からの N- demethylatio nが
関与して い る可能性が考えられ る ｡ これまでに ､ M pヨ(ラセミ体) 服用後の PBの血中演度が高く ､ 鎮静状
態の 発現した患者が存在したこ と (8 2), Mp ヨ(ラセミ体) を投与された 77人 の患者の うち4 人が投与量あ
たりの PI∋の血中濃度が平均値の 2 倍も高い値を示したこ と (83) が報告されて いる ｡ こ の原因は明らかで
はない が､ 今回の結果 と考えあわせ る と､ PB の血中濃度が高値を示 した患者がS- M Pの P Mで ある可能性が
示唆される ｡
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第4項 小括
フ ェ ノタイ プ既知の 健常人を対象 として M PB の体内動態 における立体選択性に関する検討を行い ､ 以下に
示す結果を得た｡
1. M PB(ラセ ミ体) を単回経 口投与 した場合､ R - MP B の血焚か らの消央は S- MP の E M に比較 して P M
で著 しく遅延して いたの に対し､ S- MPB の 血焚からの消失にはP M とE M で疏著な差異は羅められなか
つ た｡
2. S- M Pの PM では MP B の血中動態 に R体とS体で差が見られなか っ た の に対し､ EM で はS体に比較 し
て R体が速やかに消央した｡
3. H - M PBの 2 4時間尿中排鞭率はS- M Pの P M で はEM に比較 して著 しく低い値であっ た ｡
以上 の結果よ り､ A- MP Bの体内勅題にはS- M Pの遺伝多型が関係してお り ､ S- M Pの P M で は C YP 2C 19 を
介した H - MPB の生成能が低く､ 氏- M PB の 血購中からの 消失が遅延する こ とが明らか とな っ た ｡ また ､ S-
M Pの E M におtlて R- M PB とS- M PBの体内動態が著 しく異な る原因は主に CY P2C19 によるR- MPB の立
体選択的な4-bydr o xylatlo nである ことが強く示唆されたo
7 4
第4節 まとめ
本章では ､ ヒトにおける M P]ヨの立体選択的代謝と CYP 2C19の関係を明らかにするため ヒト肝ミク ロ ソ -
ムお よびヒトC YP発現系を用 いた1n v)
'
troの 系およびフ ェ ノタイプ既知の健常人を対象とした1n vl
'
vo の系
にお いて検討を行い ､ 以下に示す結果を得た｡
1･ 氏- M PBの 4-11ydr o xylatio n にはC YP2C19 が主な代謝酵素として関与して串り ､ S- M Pの PMでは 針
MPB の血購中か らの消失が E M に比較 して著しく遅延しており､ 4- hydroxylation により生成する H-
MPB の尿中排tLtr畳が低下 して いるこ とが示されたo
2. C Y P2C 19 による M P Bの 4- hydr oxylatlo nには立体選択性が存在し (R>S)､ 氏- M PBの 立体選択的な
4- hydr o xylation がS- MP のE M において R- MPB とS- M PBの体内動騒が著しく異なる原因であるこ
とが示唆された ｡
3･ R - およびS- MP B の N- de m et hylatio nに関して はいずれ もCYP2C19の関与は低く､ 立体選択性も経め
られない ことが示 唆された Q
以上 の結果より, R- M PBの代謝 (4-hydr o xylation) にはC YP2C19が主な代謝酵素と して関与しており､
C Y P2C 19 による R- MPB の立体選択的な4- hydr oxylatio nがS- M P のE M において R- M PBとS- M P Bの体
内動態が著しく真なる主な原因で ある ことが示唆されたo
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第Ⅲ章 シ タロ ブラム の代謝
序文
シタ ロ プラム (CI¶ は ､ 中枢神経系シナ プス 前部へ のセ ロ トニ ンの 再取り込みを選択的に阻
審する新規抗うつ薬と して欧州で広く使用されてい る (84)Q また､ 三環系抗うつ 薬にみ られる
抗コ リン作用や循環器系の副作用が少なく ､ 軽症のう つ痛感者や高齢者 へ の適用が期待され て
い る ｡ 肝におけるCIT の主要代謝経路は N 位の脱メチル化(N- de m ethylation) であり ､ 脱メ
チル体(D CI¶ とジ脱メチル体を生成する ｡ また ､ ジ脱メチル体が脱アミノ化されたプロ ピオ
ン酸体とN 原子が酸化された N- オキシド体も同定されて いる (図Ⅲ - 1)(85)o これら代謝物に
よるセ ロ トニ ンの再取り込み阻害作用はC汀 に比較して弱い とされて い る (84)0
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Sindrup ら(42) はS- MP のE M群と PM群で CITの体内動態を比較検討し､S- M Pの P M群
で はCIT の A UC が高く､ N -de m ethylationクリアランスが低下してい る ことから CITの N-
dem ethylation に CY P2C 19が関与する可能性を示唆 したoCITとS- M Pの遺伝多型に関する報
告は現在の と ころ 一 報の みであり､ CIT のN-de m ethylatio nにおけるCY P 2C19の 関与の詳抑
は明らか で はない ｡
第Ⅱ章の序文で も述べ たように､ 医薬品の代謝に関わるヒトCYP分子種の 同定する手法とし
て ､ 近年ヒト肝ミクロ ソ - ム に加えヒトC Y P発現系が広く使用されるようになっ たo ヒトC Y P
発現系は1種類の C Y P分子種を発現させてい るため､ 分子種ごとの反応を特異的に検討するこ
とが可能であるが ､ 発現させ たC YP はと卜肝細胞の C Y P と同 一 のタンパクであっ てもそ の発現
最はヒト肝細胞とは泉なる こと､ 電子伝達系補酵素 (fp2, cyto chr o me b5) の性質や含有患お
よび小胞体の膜構成脂質な ども ヒト肝細胞とは真なる こ となどの理由により､ ヒト肝ミクロ ソ
- ム にお ける代謝活性 とヒトC YP発現系にお ける代謝暗性を直接比較する ことはで きない o そ
の ため､ Cre spi(8 6) はと卜C YP発現系で得られた結果をヒト肝ミク ロソ - ム に外挿する手段
甲 - つ として relative activityfactor(RA F) と呼ばれる補正係数を提唱したc RA Fは, 各C YP
分子種に特真的な代謝活性をヒト肝ミクロソ - ム とヒトC YP発現系につ いて それぞれ求め ､ ヒ
トC YP発現系に対する ヒト肝ミクロ ソ - ム の比と したものであるo 彼は , ある C YP分子種の発
現系で得られた活性値にその分子種に関して求めた R A Fを乗じることによりその CY P分子種
によっ て触媒され るヒト肝ミク ロ ソ - ムの悟性値を推定する こ とが可能であるとしてu るo 現
在まで の と ころ､ ニ トロ ソアミンとアフ ラトキシ ンblの代謝的悟性化に関する毒性学的研究に
おい てはRA F の有用性が示唆されて いる (86) o しか し､ R AF を用いて医薬品の代謝に関与す
る各C YP分子種の役割を定量的に予測するための検討は著者の知る限りで は行われてい ない ｡
そ こで ､ ヒトCY P発現系およびヒト肝ミクロ ソ - ム を用いた Ln vILll
-
0 の系において ヒトに
お けるCITの N - de m ethylatio nに関与するC YP分子種の同定を行い (第1節) , 次いで RjW
を用い て ヒト肝ミ クロ ソ - ム におけるシタロ ブラム の代謝に関与する CY P2C19 の役割を定義
的に評価する こ とを試みた (第2節) ｡
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第1節 ヒ ト肝ミク ロ ソ - ム およびヒトC Y P発現系ミクロ ソ - ムにおける シタロ ブラム の代謝
第 1項 実験材料および実験方法
試薬
シタロ ブラム (CIT) とその脱 メチル体(D CIT) はLundbe ck(デン マ ー ク) より ､ トリ アゾ
ラム (TRZ) とそ の α位および 4 位水酸化体 (α - O Hl
､
R Zおよび 4- O H- T RZ) は日本ア ッ プ
ジ ヨ ン (束京)より贈与された もの を用い た. ケトコ ナゾ - ル はヤ ンセ ン協和 (宋京) より提
供されたもの を用 いたo 17 α - エチ ニ ル エ ス トラジオ ー ル はSigm a(米国) より ､ キニ ジ ンは
和光純薬工 業 (大阪) よ り購入 した ｡ 他の試薬は第工章あるい は第Ⅲ章と同じ方法で入手し た
もの ､ も しくは市販の も のを用 いた｡
ヒト肝ミク ロソ - ムおよびサンプル調製
第Ⅰ章 と同様に調製 したo
3 CITの N- de m ethylation 活性の 測定
cIT の N -de m ethylation 活性の 測定に用いるサ ンプルは ､ CITを基質と し前述したサ ンプル
調製法 (ト ト ト3-1)に従っ て調製した｡ 生成した DC汀 の生成速度 (n mol/mg/min) をCIT
の N - de m ethylatユo n括性とした.
3- 1 D CITの定量
cIT のN - 脱メチル体である D CIT は H PLC- UV 法によ り測定 した oHPLC装置は第Ⅰ章と同
じもの を用い た｡移動相は50m M リン酸二 水素 か+ ウム溶液とアセ トニ トリル を70:30(Ⅴ/v)
の 割合で 混合したもの を脱気させて用い ､流速は0.8 mi/min と したo カラム は CA PC ELL PA K
c18UG 1 20(粒径5ト皿 ､ 4･6× 250m m､ 資生堂､ 東京) を用い ､ カラム温度は恒温漕 を用 い
て 30 ℃一 定とした . 測定は 205n m をモ ニ タ
ー するととによ り行 っ た o 内部標準物質には シク
ロパ ルビタ ー ル (1.25pg/ml) を用し1たo
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3- 2 検量線の作成
検量練用サンプル の調製は既知量の D CIT(メタノ - ル溶液) を試験管に取りメタノ ー ル を減
圧下 で蒸発乾固ざせ ､ 前述のサ ン プル調製法 (ト ト ト3- 1) に従っ て､ 加温振返するこ となく
調製したc 検量練は内部標準物質に対する DCIT の ピ - ク高さ比をそれぞれ最小 二 乗法により
直線回帰して 得たo この検量線によりサンプル申の D CITを定量したo
3 -3 反応時間および蛋白濃度に関する検討
ヒ ト肝ミクロ ソ - ムにおける CITの N- dem ethylatlon 活性を測定するにあたり､ 反応時間お
よび蛋白淡度が直線性を示す範蹄を検討したo
反応時間につ いて は､ 蛋白濃度を
'
0.1 m g/mlとし0､ 15, 30, 60および90分の各反応時
間における D CIT の生成量を求めたQ また､ 蛋白濃度に つ い ては反応時間を30分とし0､ 0.05､
0.1､ 0. 15お よびo.2 m g/mlの各蛋白濃度における D CITの 生成塵を求めた｡ これ らの検討に
は , 100ドM の C 汀を基質に用いたo
3- 4 日内変動の検討
ヒト肝ミクロ ソ ー ムにおける CITの N-de m ethylatLo n活性の測定における日内変動につ いて
は､ 5 LLM の CIT を基質 と し 0･2 mg/ml の ミク ロソ - ムを 30分間反応させた時の N-
dem e亡hylatlon 活性をn ≡ 6 で測定する こ とにより変動係数(%) を求めた｡
4 S- MP の 4' - hydr oxylatio n活性の測定
第Ⅰ章と同様に測定した｡
5 T RZの α - および4-hydr o xylatio n悟性の測定
T RZの α - および 4-hydr oxylatio n活性の測定に用い るサンプルは､ T RZ を基質と し前述し
たサ ンプル調製法 (ト ト113-1) に従っ て調製した｡ 生成した α - OH - TR Zお よび4- O H- T R Z
の 生成速度 (n m ol/mg/min) をそれぞれ T RZの α - および4- hydr oxylatio n悟性としたQ
5- 1 α - OH l
'
R Zおよび4- O H l 顎Z の定量
-
T RZ のα 位お よび 4位水酸化体である α - O H- T RZお よび4- OH- T R Zは HP LC- U V法によ
79
り測定 したo H P LC装置は第Ⅰ章と同じもの を用いた o 移動 榔ま 10 m M リ ン酸カリウム緩衝
液 (pH 7. 4)とアセ トニ トリル とメ タノ ー ル を6:3 :1(Ⅴ/v) の割合で 混合 したもの を脱気さ
せて用い ,流速は0.8 ml/min とした o カラム は CAP CELLPA KC1 8U G 120(粒径5pm ､ 4･6
× 250m m ､ 資生堂､ 東京) を用い ､ カラム温度は恒温漕を用いて 30℃
一 定としたo 測定は2 20
n m をモ ニタ - す るこ とによ り行っ た o 内部標準物質には ロ ラゼパ ム (2.5LLg/ml) を用 い た o
5- 2 検量緑の作成
検量線は20 - 200ng/ml の α - OH - T RZおよび4
- O H-T RZ につ い て ､ 第Ⅰ章と同様 にピ -
ク高さ比法により作成 した｡
s- MP の 4+hydroxylation 活性にお よぼすCIT の影響
50､ 100､ 200LIM の S
- M Pを基質と し､ CIT を0､ 100､ 200､ 300rlM の各濃度で を添加
した時の S- M Pの 4
,
- hydroxylatio n活性を測定した｡ Linew e aver
- Burk plotより(
'
JITの 阻害
様式を調べ ､ その Kl催は式 (3) により求めた｡
K m ･[Ⅰ]
Km aロp - Km ＋
- - - - - - - -
Kl
(3)
[Ⅰ]: 阻害薬 (CIT) 濃度
Km app: 阻害薬 (CI¶ 存在下での K m
Kl: 阻害定数
ヒトC YP発現系における C汀 の N- dem et hylatlon活性
8種の ヒトCYP発現系 (蛋白濃度0･5 m g/rnl) につ い て ､ それぞれ 100TLM の CIT とともに
37℃ の恒温漕中で 1 20分間反応させ DC汀 の生成量を測定した o DC汀 の 生成が認められたヒ
トC YP発現系につ いて は, 反応時間がどの範囲まで直線性を示すか を検討 したQ すなわち ､ 蛋
白濃度を 0.5 m g/ml とし0､ 15､ 30､ 60および90分の各反応時間にお ける DC 汀の 生成量
を求めた｡
8 0
8 C汀 の N -de m ethylatio n括性とS- M Pの 4
'
-hydro xylatio n活性あるいは T RZの α
- および
4 -hydroxylat
-io n括性との相関
10種の 異なる ヒト肝ミク ロ ソ - ムを用いて､ 1トLM のCITを基質とした時の N
- dem ethylatio n
活性､ 1 0 0LLM の S
- MP を基質とした時の 4
'
11ydr o xylatio n悟性お よび25LLM の T RZ を基質
と した時 の α - お よび 4-hydr oxylation 悟性 を求 めた o そ れぞ れ の 酵素悟性 と の 関係 は
Spe a rm an の順位相関 (rs) により評価 したo
cIT のN- dem ethylation括性におよぼす各種C YP阻審薬の 影響
10および100ドM の CITを基質とし, 100pM の S
- M P(C YP2C19の基質) (5), LOH･M の
キニ ジン (C YP 2D 6の 阻密薬)(87), 50LLM の17 α - エ チ ニル エストラジオ - ル (C Y P3Aの
基質) (88)および 10トLM の ケトコ ナゾ
- ル (C YP 3Aの 阻啓薬) (89, 90) をそれぞれ添加した
時の CIT の N- de m ethylation 活性を測定したo
10 CITの N- de m ethylatio n活性におよぼすウサギ抗ヒトC YP3 A抗体およびウサギ抗ヒト
cyp2C抗体の影響
基質 (C汀) とN A D PH 生成系を含 まない反応溶液中にウサギ抗ヒ トCYP3 A抗体あるい はウ
サギ抗ヒトCY P2C抗体をそれぞれ ミク ロ ソ - ム蛋白 I mg あたり 0 - 5 m gあるい は0 - 2 m g
添加 し､ 37℃で1 0分間加温振逸したo 10LLM の CIT と N A D P H生成系を加えた後､ 37℃ の恒
温漕中で60分間反応させ CITの N- de m etbylatio n活性を測定した .
1 1 統計解析
得られた結果は平均値±標準偏差で表わしたo 酵素括性の相関 (図Ⅲ - 5) は Spe arm an の順
位相関 (l･s) により評価 し , p 値につ いては0･05以下を有意とみなした｡
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第2項 実験絡呆
C王Tの NJdem ethylatlo n括性測定法の確立
ト1 ク ロ マ トグラムおよび検量緑
園Ⅲ - 2 に N ADPH 生成系非存在下で ヒト肝 ミ クロ ソ - ム を CITと反応させた試料 (A)､
NA D P H生成系存在下で ヒト肝ミク ロ ソ - ム を O PZと反応 させた試料 (B) の ク ロ マ トグラム
を示 したo シクロ パル ビタ ー ル ､ D CIT, CITの 保持時間は順 に10.6, 1 2.2､ 13.4分であ っ た Q
また､ シク ロ パルビタ ー ルおよび D CIT の測定を行う上で問題 となる ピ ー クは存在せ ず､ それ
ぞれの ピ ー クは完全に分離された｡ また､ C 汀の代謝物であるジ脱メチル体と N- オキシ ド体に
相当する ピ ー クは検出されず､ NAD P H生成系非存在下で は DCIT の生成は経め られなか っ た o
D CIT に関する検量練の相関係数はい ずれも0.999以上 と良好な直線性が得られた ｡
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]ト2 蛋白演度および反応時間
cIT I OOドM と蛋白濃度 0.1 m g/miのミ クロ ソ
- ムを反応させた時, DCITの生成量は30分
まで直線的に増加 した (図Ⅲ -3 A) o 質自演度につ いては､ CIT IOOFLM を30分間反応させた
時､ D C工Tの 生成量は0.2 mg/mlまで直線的に増加した (図Ⅲ -3王～) ｡ これらの結果に基づき
ヒ卜肝ミク ロ ソ - ムにお ける CITの N-dem ethylatio n活性の測定は反応時間を30分, 蛋白渡
度は 0.1あるい は0.2 m g/ml で行っ たo
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卜3 日内変動
ヒト肝 ミク ロ ソ - ムにj引ナる CIT の N- de methylatlon活性の 測定にお いて ､ 変動係数は9.7%
と良好で あっ た｡
s- MPの 4' - hydroxylatio n活性におよぼすCITの影響
図Ⅲ 14 から明らか なように , CIT はヒト肝ミクロ ソ - ムにおけるS- M Pの 4
'
- hydroxylatio n
活性を競合的に阻害し ､ そ の Ki催は87.3i= 32.0LLM であっ た.
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ヒトC Y P発現系における CITの N -dem ethylatlo n悟性
100LIM の CITを基質とした場合の D CIT の生成は ､ C YP2 C19発現系とCYP3A 4発現系にお
いて 認め られ (1 4 7および8 4p m o1/pm oIP 450/120 m上n), 他の 6種の ヒトCYP発現系で は
検出限界以下で あっ た
･
o そ こで ､ CYP2C19 およびC YP3A 4発現系につ い て反応時間の 検討を
行っ たo そ の結果､ D CIT の生成量はいずれの 発現系におい て も60分まで直線的に増加したQ
cITの N- de m ethylatio n括性はC Y P2C19およびc yp3A4発現系におい てそれぞれ 1･39およ
びo.71pm ol/p血ol P450/min で あ っ た (表1) 0
4 CIT の N - dem ethylatio n活性とS- MP の 4
'
-hydroxylation 活性ある い はTRZの α - お よび
4- hydroxylatio n悟性との相関
図Ⅲ - 5 に示すように､ CITの N- de m ethylatio n悟性は ､ C YP3Aによ り代謝され るT RZの α
- お よび 4-hydroxylatlon 活性 (91) との 間にい ずれ も有意な相関を示した (rs
- 0 ･8 1 8および
o.851, P〈O.01)o また､ CITの N
- dem ethylation括性とS
- MP の4' - hydr o xylati⊂,n 活性 との 間
に も有意な相関が存在 した(rs - 0.7 73, p<0･05)a
8 4
Table1. N- Dem ethylation activities ofcitalopram in
micr os o m esfro m hl m anB-1ymphoblastoidcells expresslng
C Y P is ofo m s.
G Y P is ofo m Activities
1A2
2 A6
2 B6
2 C9
2 C 19
2 D6
2E1
SA 斗
pr7Wl/mg/fT7in pm ,oI/pn wI P 450/min
N D
ND
ND
ND
9.69
ND
ND
15.94
1.39
0.71
Substrate(100〃M ofci叫opram)w asincubated at3 7
o
C with
micro so
.
m es(0･5 mdmi)fro mhttm all B-1ymphoblastoid cells
expresslng C Y P2 C19 and CYP3A4 for 60 mhl, With
micro s o mes expr esslngtheotllerC Y P isofo m sfor12 0min.
ND = 110tdetected.
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cIT の N- dem et hylation 活性にお よぼす各種CY P阻害薬の影響
図Ⅲ -6 にS- MPの E M から得た肝ミ クロ ソ
- ムにお けるCIT のN- de m ethylatio n活性に対す
る各種CYP阻害薬の影響を示 した o 10 pM のCITを基質 とした時の N
- de m ethylation 活性は､
c yp 3A の 基質および阻害薬である L7 α - エ チ ニ ルエ ス トラジオ - ルおよびケトコ ナ ゾ
- ル の
添加 によりそれぞれ 7 1%および 74 %阻害さ れた o 10LLM の CIT を基質とした場合､ これ ら
c yp3A の阻奮薬による阻審は ともに 68% であっ た｡ CY P2 D6 の 阻害薬であるキニ ジンは 10 0
トLM および10LLM のCITを基質 とした時の N
- dem ethylatio n悟性に対し 剛 相 客を示した (9 %
および11%) o CY P2C 19の基質である S
- M P は､ 100pM および 10pM の CITを基質 とした
時の N- de m ethylatio n活性に対 してそれぞれ18 %および1 7%の 阻害を示 したo 興味深い こ と
に ､ S- MP のPM から得た肝ミク ロ ソ
- ム にお けるCIT(100LLM) の N
- de m ethylatlon 活性は､
1 7α - エ チ ニル エス トラジオ - ル ､ ケトコ ナゾ
- ルおよびキニ ジンによりそれぞれ 76 %, 85 %
お よび16 %阻害されたの に対 し､ S
- MPで は全く阻害されなか っ たo
17a ･ Eth iny]estradio]
Keto c o n az ole
S･ MepherlytOin
Quinidjn e
ロ 10 〃M
～ 10 0FJM
o 2 0 4 0 60 80 1 00
% inhibitio n
Fig･ Ⅲ ･6 1 Me a n± S･ D･ ofperc e ntageinhibition of
Crr N-de m ethylation a ctivitie s a‖ 0 a nd 10 0
〃MCIT by17 α -ethinyle stradioI･ ketoc o n az o)e･ S
- M Pandquinidin ein hum a nliv er mic ro s om e s
obtainedfrom thr e eputative E MofS
- M P･
6 CITの N- de m ethylatlon 活性に およぼすウサギ抗ヒト CY P3A 抗体およびウサギ抗ヒ ト
c y p2C抗体の影響
cITの N - dem ethylatio n 活性 は ､ C Y P3A に よ り 代謝 され るテ ス ト ス テ ロ ン 6 β
-
hydroEylation 悟性 (92) を80 %以上阻害するウサギ抗
ヒトC Y P3A抗体の 添加 (2 m g/m g ミ
86
ク ロ ソ - ム蛋白)によ り約 70 % 阻啓された(図Ⅲ - 7 A). 一 方､ CY P2C19 により代謝され るS- M P
の 4- hydr 〔'Ⅹylatio n活性を90 %以上阻審するウサギ抗ヒトCYP2C抗体の の添加 (2 mg/mgミ
クロ ソ - ム蛋白)では CIT の N- dem ethylatlon 緒性ははとん ど影響を受けなか っ た (図Ⅲ
- 7B) o
2種の抗体による CIT の NTdemethylatio n活性の阻審は . S- MP の PM から得た肝ミ)} ロ ソ -
ム と E Mか ら得た肝ミク ロ ソ - ム の問で頬似 した傾向を示 した｡
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Fig. Ⅲ ･7 , lm mun oinhibition of CrT N-de m ethytatio nby anti-CYP 3 A tgG(A)and a ntトCYP 2 C tgG
(B)in hum anIiv e r micros o m e s obtain ed from a putative EM(open circ一e)and aputa【iv eP M
(c[os ed circle)ofS- M P.
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第 3項 考察
今回の結果より ､ C 汀 はヒト肝ミク ロ ソ - ム における S- MP の 4- hydroxylation 活性を競合
的に阻害する ことが明らか となっ た ( 図Ⅲ - 4) ｡ こ の事より､ CITが C YP2C19 の基質とな り得
る可能性が示 された ｡ また ､ CITの N -dem e亡hylation 活性が C Y P2C19発現系におい て認め ら
れた ことよ り (表1) ､ CIT の N -dem ethylation が CYP2 C 19 によ り触媒される こ とが明らか
とな っ た Q さ らに ､ E M から得た肝ミ ク ロ ソ - ム で は S- MP の添加 に よ り CIT のN -
de m ethylatio n悟性が阻蓉されたの に対し､ P M から得た肝ミク ロ ソ - ムでは全く阻害作用が認
め られなか っ た こ と､ CIT のN - de､methylatio n活性とS- MP の 4- hydr o xylati⊂)n 活性 との 間に
は有意な正の相関が存在したことより (rs - 07 73, p<0.05) (図Ⅲ -5C) ､ ヒ ト肝ミ クロ ソ - ム
にお けるCrr の N- dem ethylatio nに CY P 2C19が関与する ことが示唆され たD しか し､ S- M P
の 添加による阻害率は 20 %以下と低く (図Ⅲ -6) , 抗ヒ トCYP 2C 抗体による阻害も弱い もの
であっ た (図Ⅲ - 7) Q これらの鮮果を考えあわせると､ C YP 2C19は CIT の N-dem ethylatio n
を触媒するもの の ､ ヒト肝ミクロ ソ - ムにおける関与は低い もの と考えられた ｡
8種の ヒトC Y P発現系を用い た検討で は ､ C Y P2C19発現系だけでなく C YP3A 4発現系にお
い て もCITの N-de m ethylatlo n括性が認められた(表1) ｡ 従 っ て ､ CITの N-dem e亡hylati亡'n
には少なくともC Y P2C19 とC YP3A 4 の2 つ の酵素が関与 していろ こ とが示唆されたc ヒト肝
ミクロ ソ ー ム にお けるCITの N- dem ethylation 活性は CYP3 A4 により触媒される TRZの α -
および4- hydroxylatio n括性との 間に有意な正 の相関が羅められ (rs - 0.8 18, 0.851, p<0.01)
(図Ⅲ - 5A､ B) ､ C YP3Aの阻奮薬 (17 α - エ チ ニル エ ス トラジオ ー ル ､ ケトコ ナゾ - ル) お よ
びウサギ抗ヒトCYP3A 抗体の添加によりV)ずれ も約 70 %阻害され た (図Ⅲ -6､ - 7) ｡ これ ら
の結果より, ヒト肝ミクロ ソ - ム におけるCITの N - dem ethylatio nにはCY P3 A 4が主要な代謝
酵素 として関与 してい るこ とが示唆された｡
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第 4項 小括
ヒト肝ミク ロ ソ - ムにおける CITの N - dem e 亡hylatlon に関与する酵素を同定するた め､ ヒト
肝ミクロ ソ - ムお よびヒ 卜 C YP 発現系を用いた In vlt
･
T O の系により検討を行い以下 の緒果を .
得たc
1. CIT は ヒト肝ミク ロ ソ - ム におけるS- M Pの 4
'
- hydroxylatio n活性を競合的に阻害したQ
2, CITの N- de m ethylatio n活性は､ C YP2C 19まは びc YP3 A4発現系におい て認められたo
3. ヒト肝ミク ロソ - ムにおける CITの N- de m ethylation悟性は ､ S- M Pの zi
'
- hydr o xylatio n
活性との 間に有意な正の 相関が認められたものの ､ S- M P による阻審は 20 %以下 と弱く ､
ウサギ抗C YP2(二抗体によ っ て も放 とんど阻脅されなか っ た o
4. ヒト肝ミ ク ロ ソ ー ム にお ける CIT の N - de m ethylatio n 括性 と TRZ の α - お よび 4-
hydr o xylatio n 活性との 間 に有意な 正 の相関が 存在 し､ CYP3 A阻審薬およびウサギ抗
c yp3A抗体により CITの N -de m ethylatio n活性は強く阻奮されたo
以上の緯呆より ､ ヒト肝ミク ロ ソ - ムにおけるC汀 の N-dem ethylatlo nには C Y P3A 4が主要な
代謝酵素として 関与 しており ､ CYP2C19はこの代謝を触媒するもののその関与は低い ことが示
唆された o
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第2節 シタロ プラムの代謝にお けるCY P分子種の関与率
- R A Fによ るヒトCY P発現系からの推定 -
第1項 実験材料お よび実験方法
試薬
す べ て第1節と同じ方法で入手 したもの を用いた｡
RAFの算出
C Y P2C19および c yp3A 4に関する M ( M cyp2C19､ M c y 円A4) の算出には､ C YP2C19
および C YP3A 4の特異的基質 として広く使用されているS- M P(22,2 3) とTRZ(91) を選択し
た o R A恥y p2C19は ､ 100LLM の S- M P を基質 とした時の 4
'
-hydro xylatio n括性をヒト肝ミ クロ
ソ - ムおよび cyp2C19発現系に つ u て&1 定し､ 式 4により求めたo R AFcy p3A4は､ 25 LIM の
T RZ を基質とした時の α -hydroxylatio n活性をヒト肝ミクロ ソ - ムおよび CYP3A4 発現系に
つ い て測定し､ 式 (4) により求めたo
ヒト肝ミクロ ソ - ム における酵素活性
R A Fニ ー ー - ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ｢ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
ヒトCY P発現系における酵素活性
(4)
CITの N- de m ethylatlon に関与する1n vltr o代謝クリアラ ンス の 算出
2.5 - 500LLM の CITを基質 として用いた時の ､ ヒト肝ミ クロ ソ
- ム における CIT の N-
dem ethylation 活性を測定 したと ころ ､ 得られたEadlellofste eplots は曲線を示した ( 図Ⅲ
-8) ｡ この ことより､ C 汀の N- de m ethylatio nには複数の酵素が関与する こ とが示唆され た｡
しか し､ S- MP の P Mから得たミクロ ソ - ム におい ても同様に曲線を示 した ｡ CITは不斉炭素を
有する光学活性体であり､ R とSの光学真性体が存在する こ とから､ Eadie - Hc'fste eplotsが曲
線を示 した原因としてC 汀の N- de m ethylatio n酵琴の親和性がR体とS体で異なる可能性も考
えられた｡ 今回は基質にラセミ体の C 汀を用いて検討を行っ たため ､ その 解析は不可能であっ
たo そ こで ､ CITの N- de m ethylatlon に関与する1n vltro代謝クリアラ ンス は､ 1n vlv oで の代
謝クリアランスを反映すると考えられる 一 次代謝反応 に関して求めた o すなわち､ CIT の N-
90
dem etllylation クリアランス は, 基質 (CI¶ 演度を横軸に N-de m etlyユation 活性 を縦軸にプ
ロ ッ トした場合に N- dem ethylation括性がCITの濃度に対して直線的に増加する範既における
傾きとした ｡
ヒ ト肝ミ クロ ソ … ム とCYP3A 4発現系におい て は､ 直線性が得られた C 汀の演度 (1､ 2､ 3､
4､ 5LLM) における N
- dem ethylati⊂'n活性か ら最小 二 乗潰繰回帰してそれぞれの傾きを求めた o
また､ CY P 2C19発現系におい て は､ 直線性が得られたCrTの 濃度 (5､ 10､ 15､ 20､ 25p.M) に
お ける N- de m ethylat王o n措性から求めた｡
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4 ヒト肝ミクロ ソ - ム におけるCITの N- de m ethyla亡io nに関与するC YP3 A4 とC YP2 19の
割合
Ⅲ - 2- 1 - 2 で求めたf W を用いる こ とにより､ ヒト肝ミク ロ ソ - ム にお いて CY P 2C19 により
触媒されるCIT のN -de m ethylatio nクリアランス (Ckyp2C l,) とC YP 3A 4により触媒され る
クリアランス (Cl℃y p 3A 4) を式 (5A, 5B) により求めた｡
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CLcy p2｡19- CI佃 c _ C Y P2｡19 Ⅹ RAFcyp2C19 (5A)
CLc yp3A4 = CLe c_c y p3A4 Ⅹ R A Fcyp3A4 (5B)
CL
, e c
_ c y p2 C 19と C Lr e cーC Yl弧 4 はそ れぞれ CYP2 C19 および CY P 3 A 4発現系における CIT の N
-
de m ethylation ク リア ランスで ある o
ヒト肝ミク ロソ ー ムにお けるCIT のN -dem ethylation クリアラ ンス (C LHI加) は ､ そ の酵素反応に
関与する複数の 酵素による CIT のN- de m ethylatio nクリアランス の合計 で ある ので , ヒ ト肝ミク ロ ソ
- ム における C YP2C19 とC YP3A4 の関与率は, 式 (6 A､ 6B) により求めた｡
contribution of C YP2 C19(%) - (CエペYP2 C19/C LHLM)冗 100 (6A)
contribution of C YP3A 4(%) -(CL{ yp3A 4/C LHLM)冗 100 (6B)
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第2項 実験結果
cYP 2C19 お よびCYP3 A4 のRAF
6種の真なるヒト肝ミ ク ロ ソ - ム (E M:3検体, P M:3検体) )につ いて ､ 前述した方法(Ⅲ
-2 -i -2) により求めたCYP2C19 お よび cYP3A4 に関するI W(RA Fcyp2C l<J ､ RA Fc yp3A4) を表
2 にまとめたo C YP2C19発現系にお けるS- M Pの 4
'
-hydr oxylatio n活性とCYP3A4発現系に
お けるT R Zの α - hydr oxylatio n活性は, それぞれ4.59および1.73n m ol/n m oIP 450/minで
あ っ たo この値を用 いて求めたミクロ ソ ー ム ごとの RA Fcyp2C19およびRAFcyp3A4は ､ 0.6
- 10.5
pm oI P450/m g およびo. 13- 0.38
､
n m oI P450/m gであ っ たc
2 CITの N- dem e亡hylatio nに関与する1n vltT O代謝クリアラ ンス
CY P2C19 お よび cyP3 A 4発現系における CITの N -de m ethylation クリアランス (CLe ｡_
｡y｡ 2 ｡19 とCLr ec_でY P,A4) は,それぞれ2 4Aお よび8.34ul/n m oI P450/min であ っ たo 6種の異な
る ヒト肝ミクロ ソ - ム (E M:3検体､ P M:3検体) )につ いて求めたクリアラ ンス (C LR LM) は
1.7 2- 3.67ul/mg/min であっ た (表2) a
3 ヒト肝ミクロ ソ - ムにお けるCrrの N -dem ettⅣ1ation に関与するC YP3A4 とC YP2C19の
割合
S- M P の EM から得た ミクロ ソ - ム に つ いて算出された CITの N- dem ethylatio n における
CY P 2C19の割合 (平均値±標準偏差)は PM から得たミク ロ ソ - ムに つ い て算出された備に比
較 して有意に高い催で あっ た (7.35･t0.49% vs0.91 ±0.16 %, P〈O.05)o C YP3 A 4 に関しては ､
S- M Pの E M から得たミク ロ ソ - ム とPM から得たミク ロソ - ム の間に有意な差は認められなか
つ た (70. 12± 15.07% vs58.99± 6.46%)o CYP2C19 とC YP3A4 に関して算出された C 汀の
N- de m ethylation にお ける割合の合計は ､ 1種の ヒト肝ミク ロ ソ - ム (H し5) では 94.26 %で
あっ たが ､ その 他の 5種の ヒト肝ミク ロ ソ - ムで は52.63 - 7 1.75 % であっ たo
9 3
Table2･ Co ntri butio n of C Y P 2 C1 9a nd C Y P 3A 4to citalopra mN-de rn ethyユation estim ated by
relativ e activityfa ctorsine acl1 0flⅦm anliv er micros o m es
The cle ara n c e of dtalopra mN
-de m ethyユatio nby re co mbin a ntC Y P 2 C19(C Lre c･ cy p2 C19)and C Y P3A4(CLr ec･ cy p3A4)
w ere24･4 a nd 8･34p]/n m oI P450/min, respectiv ely.
RjW
a
C L Co ntri butiond
‡IL
c y p2C19 C Y P3A4 C Y P2 C 19
b
c y p 3A4
C
E L M C Y P2C19 C Y P3A4
bm oIP450/mg) (rlm OI P45 0/mg) uLl/mg/mirl)OLl/mB/mュn)レl/mg/ min) (%) (%)
E M
5 1 0.5 0.38
6 7.9 0.1 7
30 5.9 0.1(∃
0.257 3.15 3.61
0.191 1.41 2.41
0.14 3 1.32 2.03
7.11 87.15
7･92 58.49
7.03 64.72
P M
8 0.6 0.13
22 o.9 0.13
z9 1 ユ 0･28
0.015 1.07 1.72
0.022 1.07 2.07
0.028 2.31 3.67
0.90 62.44
1.08 51.55
0･75 62.9 9
a Relativ e activityfa ctors(R AFs)forC Y P 2 C 19a nd C Y P 3A 4w er e Calc ulated asdeiSC ribedjn Materials and Methods.
b,cT he de aran c esby C YP 2 C19(α′c yp2C19)and C Y P 3 A 4(C Lcy p3A 4)w er e estim atedasfollo w s:C Lc y p2C19≡ a re c. C YP2 C19 Ⅹ
R A fby p2C19a nd C Lm 3A4= CL,ec･ c y p3^ 4ⅩR A Fc yp3A 4,re spectiv ely.
dExpre ss edas% of CLc - c19
.
and C Lcy p3 A40nthefirst-o rder rate dearan c ebyhu m a nliv ermicro s o m e s(C Lt -)for
citalopr a mN-de m ethylatio n ln ea ch of micro s o m alprepar atio n s.
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第3項 考察
今回の R A Fを用い た検討により ､ S- MP の E Mより得た肝ミクロ ソ - ム に つ い ては CIT の
N- de m ethylation における C YP3A4 とC YP2C19の 関与率がそれぞれ絢70 % と7 % と推定さ
れた(表2)｡ こ の締果は, ヒト肝ミクロ ソ - ムにお けるC 汀の N
- de methylation には CⅥ )3A 4
が主要代謝酵素として関与 しており ､ CYP2C19 の関与は全体の 10%以下で ある こと示唆して
い る. これ らの 知見は第1 節で得られた結果とよく 一 致したo すなわち､ S- M Pの E M より得た
肝ミ クロ ソ - ムでは CY P3A の阻昏薬お よびC YP2C19の基質による CITの N
-de methylation
活性の 阻審率がそれぞれ68- 74 %および17% であっ た｡ これらの結果は､ R A F が C 汀の N-
de m ethylatLo nにおけるC YP分子痩の関与をヒトC YP発現系を用いた楯果から推定するための
有効な手段となり得た こ とを示 して いる 8 RA F の概念は ､ 発現系とヒト肝ミク ロ ソ
- ムに 剖ナ
る酵素活性の比が基質によらず 一 定で ある という倣定のうえに成立して いる (8 6)o しか し､ こ
の 仮定が成立するか否か の詳細な検討はほとんどなされて いな いQ 今後, 多くの 医薬品の代謝
に関するfW の 適用性につ いて種々 の ヒトCY P発現系で換討する こ とが必要で ある と考えら
れ る｡
今B]の 6種の ヒト肝ミクロ ソ - ムを用いた検討において ､ 1種の ヒト肝ミク ロ ソ
- ム (H L-5)
につ いて は RA Fを用 い る こ とに より CITの N -de m 巳thylatio nの 娃 とんどが C YP3A4 と
cy p2C19 の関与 によ っ て 説明で きた｡ しか し, 他の 5 穫 の ヒト肝ミクロ ソ
ー ム に つ いて は
c y p3A4 とCY P 2C19の みで は鋭明で きず､ 他の酵素がC 汀の N- de m ethylatlo nに関与して い
る可能性が示唆された ｡ 今回の検討では第1節の糖果に基づき , C 汀の N
- de m ethylatlon を触
一
味したCY P2C19 お よびcY P3A4 に着目して検討を行 っ たため､ C YP 2C19 お よびc y p3A4 以
外の どの酵素が CIT甲N
- de m ethylationに関与してい るか は明らかではなV､o しか し､ ヒ ト肝
ミ クロ ソ ー ムにお ける CiT の N - dem ethylatlo n悟 性が C Yア3A の阻害薬あるVlはウサギ抗
cyp3A 抗体により怯ぼ完全に阻害された (第1 節) こ とより, CiT の N -dem ethylation には
cyp3A4以外の CY P3A分子種 (e.g. , C YP3A 5)が 一 部関与 して い る可能性が考えられた｡
s- M Pの EM ではPM に比較して CIT のN -de m ethylation クリア ランス が約2倍大きい こ と
よ り (42)､ CITの N- dem ethylatio nの約半分はC YP2C19 により触媒されて い ると考えられる o
今回 の1n vl
'
tro の結果はCYP2C19の関与が10 %以下である ことを示唆してお り ､ 1
'
n vIvo での
知見とは矛盾した o こ の原因は明らか ではない が､ Sindr up ら (4 2) の研究では被験者がデン
マ ー ク人であるの に対し､ 今回の検討 に用いたヒ ト肝ミクロ ソ - ム は日本人由来の もの である ｡
s- MP の P M の頻度に は大き な人種差が存在 し, 日本人では P M の頻度が 2 2.5 %(1 2) と欧米
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白人種 (2 - 6%) (5,6, 10, ll,13- 15) に比較して非常に高い ｡ PM の 形質は劣性遺伝形式に従
い努性形質の ホモ接合体として表され るの に対し, EM の 形質は優性形質の ホモ 接合体あるい は
ヘ テ ロ 接 合 体 と し て 表 さ れ る (8, 9)0 PM の 頻度 (q2) か ら Hardy - Weinbel
-
g law
(p2＋2p q＋q2=1, p＋q- 1) に従 っ て求めた EM の ホモ接合体の頻度 (p2) は ､ 欧米白人種が約60
- 70 % であるの に対し､ 日本人では約30 % と低い o 一 方､ E M のヘ テ ロ接合体の頻度 (2p q) は,
欧米白人種が約30 % であるの に対 し､ 日本人では約50 % と高い ｡ すなわち, 日本人で はEM の
半分以上がヘ テ ロ接合体である こ とが推測される . 最近､ Sr MP の P Mの原因となる CY P2C19
遺伝子の 変異型 として m l型 (ex o n5, G 十 A) と m2 塾 (exon 4, G - A) が報告された (24,
25)｡ 日本人186名 (26) とドイ ツ人 17 4名 (93) を対象とした遺伝子診断の特異は Hai
･dy -
Weinbergla wに従 っ て求めた頻度とはぼ 一 致して いたo 今回の検討に用い たヒト肝ミク ロ ソ -
ム の遺伝子型は不明で あるが､ P Mの頻度が高い日本人から得た肝組織につ い ては大部分が ヘ テ
ロ 接合体の EM 由来である可能性が高い と思われる｡ また､ 遺伝子解析により ヘ テ ロ型 と判定
されたE Mは､ ホモ型の EM に比較して MP (ラセミ体) 服用後に尿中排継されるS- MP と R-
M Pの比 (S/R ratio) が有意に高く ､ S- M Pの 4' -hydrox ylatio n活性が低い ことが報告されて
いる (94-96)o 従っ て ､ 今回の日本人由来の肝ミク ロソ - ムを用いて得られた1
'
n vltT O の結果
は ､ デン マ ー ク 人を対･象 と した 1n vlvo 試験よ り 得られ た結果 に 比較 して CIT の N-
de m ethylatlon におけるCY P 2C 19の 関与が低い値を示 したもの と推察された｡
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第4項 小結
ヒト肝ミクロ ソ - ム にお けるCITの N-de m ethylatio nに関与するCY P2C19 とC YP3 A4 の割
合を明らか にするため , fW を用い て検討を行い以下の締果を得た .
i. C YP 2C19 お よび C Y P3A 4に特異的な S- M Pの 4
'
- hydr o xylatio n悟性および T RZの α -
hydr o xylatio n 活性か ら求め た C YP 2C19 お よび c YP3A4 に関する R A F(R A Fc yp2C19､
f Wc yp3A4) を用い るこ とによ り､ CY P2C19の E M より得た肝ミクロ ソ - ムにおける CIT
の N- de m ethyiatio nにはCY P3A4 とC YP2C 19がそれぞれ約 70 % と7 %関与する という
結束が得られた ｡
2. R A Fを用いる こ とによ り得られた.CITの N- de m ethylation におけるCYP3A 4とCYP2C19
の 関与率 は､ CYP3A の阻奮薬およびc Y P2C19の基質による CIT のN -de m ethylatio n活
性の阻奮率とほ ぼ等しい値であっ たo
以上 の 結果よ り ､ R AF を用い た場合 にお いて も ヒト肝ミ ク ロ ソ - ム における CIT の N -
dem et hylation には CY P3 A4 が主要に(約70 %) 関与しており､ C Y P2C19の関与は低い(10 %
以下) こ とが明らか とな っ たo
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第3 節 まとめ
ヒト肝ミクロ ソ - ム におけるシタロ プラ ムの代謝に関与する C YP2C19 の 役割を明らか にす
るため､ ヒトCY P発現系およびヒト肝ミク ロ ソ ー ム を用 いた l
'
n vl
'
tI･0 の系にお いて検討を行い ､
ヒト肝ミ クロ ソ - ムにおけるCIT の N -dem ethylation には C YP3A 4が主要に (約 70 %) 関与
してお り､ CYP2C19の 関与は低い (10 %以下) ことが明らか とな っ た o
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総括
本研究では , OP Z, M P BおよびC 汀の代謝 における C YP2 C19の役割を明らかにする こ とを目的とし, ヒ
ト肝ミクロ ソ - ムお よびヒトC Y P発現系を 剛 ､たJ
'
n v)
'
tr oの系および健常人を対象 としたl
'
n vl
'
v oの系によ
り これら医薬品の代謝にお けるC YP 2C19の関与と遺伝多型との 関係を検討 し以下に示す結果 を得たo
i. O PZの 5-hydro xylation には CYP 2C 19 が主な代謝酵素として関与 して おり､ C Y P2C19のP M群では
cI T 2C19を介したナトO PZ の生成能が低く,OP Zの 血柴中からの消失が遅延する ことが明らか となっ たo
また､ O PZの s ulfo xidation には C YP 2C19以外の ミクロ ソ
- ム酵素が関与して いる こと ､ 生成する
o p z-sF Nの さらなる代謝には CYP2C19 が関与して い る可能性が示 唆され たo そ の 結果 ､ 血購中
opz- sF N濃度がCYP2 C19の P M群では E M群に比較して著しく商い値を示したもの と考えられたo
2. 氏 - MP B の主代謝経路で ある 4- hydr oxylation には CYP2C19 が主な代謝酵素として関与 してお り ､
c y p2C19の P M では R- MPBの血奨中からの消央がEM に比較して著 しく遅延する こ とが明らか となっ
r た ｡ また, C YP 2C19 によ るR- M PBの立体選択的な4-hydr oxylatio nがC YP2C19の E M において R
-
MP Bと S- M P B の体内動態が著しく異なる原因である こ とが示唆されたo
一 方､ C YP2C19の PM では
R- M PB とS- M PBの血中動態に大きな差異は経められなかっ た｡ こ の原因として , C Y P2C19の P M で
は R - M P B の立体選択的 な 4- hydroxylatio n が進行 しな い こと に加 え , R
- お よび S- MPB の N -
de m ethylation にはCYP 2C19の関与が低く立体選択性も認められない こ とが示唆された ｡
3. ヒト肝ミク ロ ソ - ムにお けるCIT の N- de m ethylation に関しては､ CYP3A の阻害薬および CY P2C19
の基質によ る CIT のN- de m ethylatlon 酵素悟性の 阻啓率 を求めた場合 と RAF を用 い て CIT の N
-
de methylation にお け
･る CY P3 A4 とC YP2 C19の関与率を求めた場合の いずれにお いて も､ CYP3A 4が
主要に (約70 %) 関与してお り､ C YP2C19 の関与は低い (10 %以下) こ とが明らか となっ た｡
以上 の締果より ､ O PZの代謝 (5-hydroxylation) と R- M PB の代謝(4- hydro xylation) には C YP2C19
が主要代謝酵素と して関与 し, そ の体内動態には CY P 2C19 の遺伝多型が大きく関係する ことが明らかとな
っ たo そ れに対 し, CIT につ いて はそ の代謝 (N- dem ethylation) における主要代謝酵素はC YP3A4であり､
c y p2 C19の 関与は低い ことが示唆された ｡
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向後麻里修士 , 八木智美修士 に心より感謝
申し上げます｡ また､ ヒト肝組織をご提供下さいました国立国際医療セ ンタ - 外科 谷 昌尚博士 ､ ヒト
cyp発現系をご供与下さい ました第 一 化学薬品株式会社 島田典招博士 ､ 4- hydr oxy m ephobarbital をご提
供下さい ま した昭和大学薬学部毒物学教室 沼輝 聡助教授､ 抗体を ご分与下さい ま した北海道大学薬学部
代謝分析学誇座 鎌掩哲也教痩ならびに エ ー ザイ株式会社 堀江 透博士 ､ 谷 口朋義修士に心よ り御礼申し
上げます｡
また､ 本研究の 遂行にあたり多くの ご指導ご助言を下さい ました国立国際医療セ ンタ
- 研究所 臨床薬理
部薬物代謝動態研究室の 皆様､ 釆京理科大学薬学部薬剤学研究室 の皆様 ､ 昭和大学薬学部臨床薬学教室の皆
様に心より感謝致しますo
最後に私事ではありますが, これまで私を支え , 励ましてくれた両親と多くの友人 に深く感謝致します｡
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